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▪ ABC: Avidin-Biotin Complex/ Complejo avidina-biotina. 
▪ ADCC: Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity/ 
Citotoxicidad celular mediada por anticuerpos. 
▪ ADN: Ácido desoxirribonucleico. 
▪ ADNc: ADN complementario. 
▪ APCs: Antigen presenting cells/ Células presentadoras de 
antígenos. 
▪ Apo A-IV: Apoliproteína A-IV. 
▪ ALT: Alanina aminotransferasa. 
▪ ARNm: Ácido ribonucleico mensajero. 
▪ AST: Aspartato aminotransferasa. 
▪ BCR: B cell receptor/ Receptor de células o linfocitos B. 
▪ B2M: Beta-2-microglobulina. 
▪ CD: Cluster of differentiation/ Cúmulo de diferenciación. 
▪ CDs: Células dendríticas. 
▪ CPAs: células presentadoras de antígenos. 
▪ Ct: Threshold point/ Ciclo umbral. 
▪ DE: Desviación estándar. 
▪ DPBS: Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline/ Tampón fosfato 
salino de Dulbecco. 
▪ dpi: Días post-infección. 
▪ DTT: Dithiothreitol/ Ditiotreitol. 
▪ EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid/ Ácido 
etilendiaminotetraacético 
▪ emPAI: Exponentially modified protein abundance index/ Índice 
modificado de abundancia de proteínas.  
▪ ES/MS-MS: Electrospray ionization and Tandem Mass 
Spectrometry/ Ionización por electrospray y espectrofotometría de 
masas en tándem 
▪ ESTs: Expressed sequence tags/ Marcadores de secuencia 
expresada. 
▪ FABP: Fatty-acid-binding proteins/ Proteínas transportadoras de 
ácidos grasos. 
▪ FDR: False discovery rate/ Tasa de descubrimientos falsos. 
▪ F. hepatica: Fasciola hepatica. 
▪ FhESP: Productos de excreción-secreción de F. hepatica. 
▪ FhHDM-1: F. hepatica helminth defense molecule-1/ Molécula 
helmíntica de defensa de F. hepatica-1. 
▪ Fhmuc: Péptido tipo mucina de F. hepatica. 
▪ FhTeg: Tegumento de F. hepatica. 
▪ FhTLM: Factor de crecimiento de F. hepatica similar a TGF. 
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▪ GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase/ 
Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. 
▪ GGT: Gamma-glutamil-transferasa. 
▪ GLDH: Glutamato deshidrogenasa. 
▪ GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor/ 
Factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos. 
▪ HDMs: Helminth Defence Molecules/ Moléculas defensivas de 
helmintos. 
▪ H-E: Hematoxilina-eosina. 
▪ HLA: Human leukocyte antigen/ Antígeno leucocitario humano. 
▪ IFNγ: Interferón gamma. 
▪ Ig: Inmunoglobulina. 
▪ IL: Interleuquina. 
▪ iNOS: Enzima óxido nítrico sintetasa inducible. 
▪ qPCR: Real-time polymerase chain reaction/ Reacción en cadena 
de la polimerasa a tiempo real. 
▪ LPS: Lipopolisacárido. 
▪ M1: Fenotipo expresado por macrófagos activados mediante la vía 
clásica. 
▪ M2: Fenotipo expresado por macrófagos activados mediante la vía 
alternativa. 
▪ M-CSF: Macrophage colony-stimulating factor/ Factor estimulador 
de colonias de macrófagos. 
▪ MHC: Major histocompatibility complex/ Complejo mayor de 
histocompatibilidad. 
▪ NBT/BCIP: Nitroblue tetrazolium chloride/ 5-bromo-4-chloro-3’-
indolyphosphate p-toluidine, salt/ Azul nitro-tetrazolio cloruro/ 5-
bromo-4-cloro-3’- indolil fosfato p-toluidina, sal 
▪ NEJs: Newly excysted juveniles/ Formas juveniles de F. hepatica 
recién desenquistadas. 
▪ NI: No infectados. 
▪ NK: Células Natural Killer. 
▪ NLH: Nódulos linfáticos hepáticos. 
▪ NO: Nitric oxide/ Óxido nítrico. 
▪ OD: Optical density/ Densidad óptica. 
▪ PAMPs: Pathogen-associated molecular patterns/ Patrones 
moleculares asociados a patógenos. 
▪ PBMCs: Peripheral blood mononuclear cell/ Célula mononuclear 
de sangre periférica. 
▪ PBST: Phosphate buffered saline with Tween 20/ Tampón fosfato 
salino con Tween 20. 
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▪ PRRs: Pattern recognition receptors/Receptores de reconocimiento 
de patrones. 
▪ Prx: Peroxiredoxin/ Peroxirredoxina. 
▪ RNAseq: RNA sequencing/ secuenciación de ARN. 
▪ SAGE: Serial analysis of gene expression/ Análisis en serie de la 
expresión génica. 
▪ RT-qPCR: Reverse transcription Real-time polymerase chain 
reaction/ Reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real con 
transcriptasa inversa. 
▪ SDH: Sorbitol deshidrogenasa. 
▪ SDS: Sodium dodecyl sulfate/ Dodecilsulfato sódico. 
▪ SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulfate plyacrylamide gel 
electrophoresis/ Electroforesis en gel de poliacrilamida con 
dodecilsulfato sódico. 
▪ spi: Semanas post-infección. 
▪ TA: Temperatura ambiente. 
▪ TBS: Tris Buffered Saline/ Tris salino tamponado. 
▪ TBST: Tris Buffered Saline with Tween 20/ Tris salino tamponado 
con Tween 20. 
▪ TCA: Trichloroacetic acid/ Ácido tricloroacético. 
▪ TCR: T Cell receptor/ Receptor de células o linfocitos T. 
▪ TGF: Transforming Growth Factor/ Factor de crecimiento 
transformante. 
▪ TGFβ: Transforming Growth Factor beta/ Factor de crecimiento 
transformante beta. 
▪ Th: T helper lymphocytes/ Linfocitos T helper o activados. 
▪ TLR: Toll-like receptors/ Receptores tipo Toll. 
▪ TNF-α: Tumor necrosis factor alpha/ Factor de necrosis tumoral 
alpha. 
▪ Tregs: Linfocitos T reguladores. 
▪ VCAM-1: Vascular cell adhesion molecule-1/ Molécula de 
adhesión celular vascular-1. 
▪ 2D/2DE: Electroforesis en gel en dos dimensiones. 
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La fasciolosis causada por Fasciola hepatica es una enfermedad 
parasitaria de gran repercusión sanitaria y económica en rumiantes, 
principalmente en zonas de clima templado. Este parásito ha desarrollado 
mecanismos capaces de modular o suprimir la respuesta inmunitaria del 
hospedador, haciéndola inefectiva y permitiendo la instauración crónica 
del parásito. La investigación de los mecanismos de inmunomodulación de 
F. hepatica resulta crucial para poder diseñar una vacuna eficaz que pueda 
solventar el problema de la instauración de resistencias frente a los 
antihelmínticos tradicionalmente utilizados en el control de esta 
enfermedad. 
Se han llevado a cabo numerosos estudios para determinar los 
mecanismos de respuesta inmunitaria y acción del parásito en las fases 
crónicas de la enfermedad. Sin embargo, los estudios en las fases 
tempranas, cuando el parásito atraviesa el intestino y migra hacia el hígado 
a través del compartimento peritoneal son escasos y casi todos en el 
modelo murino. El principal objetivo de la presente Tesis Doctoral es 
estudiar la respuesta inmunitaria en el compartimento peritoneal y en el 
hígado en las fases tempranas de infecciones experimentales con F. 
hepatica en la oveja. 
Para la consecución de este objetivo, se llevaron a cabo dos 
experimentos (experimento 1 y experimento 2).  En cada experimento se 
utilizaron 25 ovejas de 8 meses de edad de raza Merina las cuales fueron 
divididas en 5 grupos (n=5), cuatro de los cinco grupos se infectaron 
oralmente con una dosis de 150 metacercarias de F. hepatica. Estos grupos 
fueron eutanasiados a los 1, 3, 9 y 18 días post-infección (dpi). El quinto 
grupo se utilizó como grupo control no infectado y se sacrificó al final del 
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experimento. Durante la necropsia, se realizaron lavados peritoneales de 
los animales inmediatamente después de los sacrificios para la recogida del 
líquido peritoneal y, posteriormente, se tomaron muestras de hígado. 
En los experimentos 1 y 2, el líquido peritoneal se utilizó para 
realizar el contaje absoluto y diferencial de los leucocitos peritoneales. Los 
resultados revelaron un reclutamiento activo de leucocitos hacia la cavidad 
peritoneal de la oveja en los animales infectados a partir de los 9 dpi, 
principalmente representado por eosinófilos. Los frotis de células 
peritoneales se sometieron a la técnica de inmunocitoquímica para 
determinar la expresión de los marcadores celulares: CD68, CD14, CD206, 
iNOS, CD83 y MHC-II, los cuales están presentes en macrófagos y en 
células dendríticas. El aumento significativo en la expresión de CD206 y 
escasa variación en la expresión de iNOS en los macrófagos peritoneales 
en ambos experimentos sugieren que existe una polarización hacia un 
fenotipo de activación alternativa o M2 desde el día uno tras la infección. 
El aumento significativo en la expresión del marcador CD14 desde el 3 dpi 
en comparación con el grupo no infectado en ambos experimentos, podría 
estar relacionado con fenómenos tanto de activación fagocítica en los 
macrófagos como de fibrosis. En el experimento 1, se observó un 
aumento en la expresión del marcador de células dendríticas maduras 
CD83 y del marcador de células presentadoras de antígeno MHC-II desde 
el 1 dpi. Sin embargo, este hecho no ocurrió de una manera tan obvia en el 
experimento 2, debido a la elevada variabilidad entre animales. 
El estudio de la expresión de citoquinas del líquido peritoneal 
mediante qRT-PCR de ovejas infectadas (18 dpi) y no infectadas del 
experimento 1, determinó la presencia elevada de las citoquinas IL-10, IL-
12, IL-13, IL-23 y TGF-β en ovejas a los 18 dpi, aunque sin diferencias 
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significativas en comparación con los resultados del grupo control no 
infectado, indicando que la respuesta inmunitaria en este compartimento 
no ha sido todavía estimulada hacia una de tipo Th2, asociada con la 
enfermedad crónica. 
Con el fin de evaluar la presencia de posibles biomarcadores en la 
infección temprana con F. hepatica, se realizó un estudio de proteómica 
con muestras del líquido peritoneal y de inmunohistoquímica con muestras 
de hígado de los animales infectados y sacrificados a los 18 dpi y de los 
animales control no infectados del experimento 1. En el estudio 
proteómico del líquido peritoneal se identificaron proteínas relacionadas 
con la infección, incluyéndose diversas proteínas estructurales derivadas 
de la matriz extracelular hepática, relacionadas con el tejido conectivo y el 
epitelio, y proteínas relacionadas con el sistema inmunitario. Cabe destacar 
el marcado aumento de la proteína periostina en el líquido peritoneal y en 
el citoplasma de los hepatocitos localizados alrededor de los focos 
necróticos de animales infectados a los 18 dpi. Se ha relacionado que la 
periostina podría ser un biomarcador de respuestas inflamatorias de tipo 
Th2 en las que están involucradas los eosinófilos. El origen de la presencia 
de esta proteína en el líquido peritoneal podría ser el propio tejido hepático 
dañado por el parásito o los eosinófilos peritoneales, estando esta proteína 
involucrada en procesos de fibrosis. 
La molécula de adhesión celular vascular-1 (VCAM-1) también fue 
identificada mediante proteómica, estando presente de manera abundante 
en el líquido peritoneal de ovejas infectadas (18 dpi) y, además, se observó 
una marcada expresión en el tejido hepático. Esta proteína se asocia con 
procesos crónicos y podría estar involucrada, junto con la periostina, en la 
mediación del reclutamiento leucocitario que tiene lugar en la cavidad 
Tesis Doctoral  Mª Teresa Ruiz Campillo 
28 | P á g i n a  
 
peritoneal, estando también relacionadas con desórdenes inflamatorios 
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Fascioliasis is a parasitic disease caused by Fasciola hepatica with 
important sanitary and economic repercussion on ruminants in temperate 
zones. This parasite has developed mechanisms that are able to suppress the 
host immune response, thus allowing the establishment of the parasite and 
resulting in chronic disease. Research based on the understanding of F. 
hepatica immunomodulatory mechanisms is crucial for the designing of an 
effective vaccine to solve the issue of the emerging resistance to the 
traditionally use of antihelmintic drugs. 
Numerous studies have been carried out to determine the modulatory 
effects of the parasite in the chronic phase of the disease. However, studies 
in the early stages of the infection are scarce and mostly focused on murine 
models. The principal aim of this Thesis is to study the immune response to 
F. hepatica infection in the early stages of infection within the peritoneal 
compartment and liver in sheep. 
Two experiments were carried out, namely experiment 1 and 
experiment 2. In each experiment, twenty-five 8-month-old Merino-breed 
sheep were used for each experiment and were allocated into five groups (n 
= 5). Four of the five groups were orally infected with a dose of 150 
metacercariae of F. hepatica and euthanized at 1, 3, 9 and 18 days post-
infection (dpi). The fifth additional group was used as uninfected control. 
During the necropsy, peritoneal lavages were performed and liver samples 
were taken. 
In experiments 1 and 2, absolute and differential number of 
peritoneal leucocytes were obtained. The absolute number of leucocytes 
increased from 9 dpi onwards in both experiments compared to the 
uninfected control group, being these leucocytes mainly composed by 
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eosinophils. These results suggest that there is an active recruitment of 
leucocytes into the peritoneal cavity at these eary stages of infection. The 
peritoneal cells were fixed in smears and subjected to the 
immunocytochemistry technique to assess the following cellular markers: 
CD68, CD14, CD206, iNOS, CD83 and MHC-II. Macrophages and 
dendritic cells were considered for the immunocytochemical assessment. 
Peritoneal macrophages showed a marked increase in CD206 expression 
since one dpi onwards in both experiments respect to the uninfected control 
group, while mild change in iNOS expression was found along the infection 
in both experiments. These results suggest that a polarization towards an 
alternative phenotype (M2) was taking place in peritoneal macrophages 
from the first dpi onwards. The expression of CD14 increased since 3 dpi 
onwards in macrophages from both experiments comparing with the 
uninfected control group, which may be due to an increase in the 
macrophage activity related to tissue repair and phagocytosis. In 
experiment 1, there was an increase in the expression of the mature 
dendritic cell marker CD83 and the antigen-presenting cell marker MHC-II 
since one dpi onwards compared to the uninfected control group. 
Nevertheless, this fact was not found in experiment 2, perhaps due to the 
high individual variability found between sheep of the same group. 
In experiment 1, a study of the peritoneal fluid of infected (18 dpi) 
and uninfected sheep was carried out using the qRT-PCR technique. 
Cytokines IL-10, IL-12, IL-13, IL-23 and TGF-β gene expression showed a 
tendency to be enhanced with respect to the uninfected control group. 
Nevertheless, no statistical differences were found, suggesting that the 
immune response has not yet been skewed towards a Th2 type, associated 
with chronic disease. 
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With the aim of evaluating the presence of possible biomarkers in 
the early infection with F. hepatica, a proteomic study using peritoneal fluid 
together with an immunohistochemical study with liver samples from 
infected (18 dpi) and non-infected animals from experiment 1 was 
conducted. Proteomic analysis of the peritoneal fluid identified infection-
related proteins, including several structural proteins derived form the liver 
extracellular matrix, connective tissue and epithelium, and immune system-
related proteins. A marked increase in the amount of periostin protein in the 
peritoneal fluid and in the cytoplasm of the hepatocytes located around the 
necrotic foci of infected animals at 18 dpi was observed. It has been pointed 
out that periosin could be a biomarker for Th2 type immune reponses in 
which eosinophils are involved.  
The vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) was also 
identified by proteomics, with marked increase at 18 dpi respect to the 
uninfected control group and strong expression within the liver tissue. This 
protein has been associated with chronic processes and could be involved, 
along with periostin, in the mediation of leucocyte recruitment that takes 
place in the peritoneal cavity of infected animals, being also present in 
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La fasciolosis es una enfermedad parasitaria causada por el parásito 
helminto Fasciola hepatica (F. hepatica) y está considerada como una 
enfermedad de gran repercusión sanitaria y económica tanto en la ganadería 
ovina como en la bovina de todas las regiones templadas del planeta (Rojo-
Vázquez y cols., 2012; Charlier y cols., 2014), estando estas pérdidas 
económicas estimadas en más de 3 mil millones de dólares por año (Mas-
Coma y cols., 2005; Keiser y Utzinger., 2009; Piedrafita y cols., 2010; 
Beesley y cols., 2017). 
F. hepatica también afecta a seres humanos, siendo la mayoría de 
los casos descritos en regiones del mundo donde las prácticas de manejo 
agrícola permiten que los animales infectados pasten entre la vegetación 
consumida por humanos, como son el Altiplano Andino (Bolivia, Perú y 
Ecuador), Egipto e Irán (Mas-Coma y cols., 2009; Fürst y cols., 2012; Hotez 
y cols., 2012). Dado que la fasciolosis es una enfermedad zoonótica, el ser 
humano también puede verse afectado por esta parasitosis mediante la 
ingesta de agua o vegetales contaminados con la forma infectante del 
parásito (metacercaria). Las infecciones en humanos a nivel global están 
estimadas entre 2 y 17 millones de personas afectadas, con 180 millones de 
personas en riesgo (Mas-Coma y cols., 2005; Nguyen y cols., 2011). La 
distribución geográfica cada vez mayor de F. hepatica también tiene un 
impacto en las infecciones humanas con fasciolosis que se han notificado 
recientemente en áreas de Pakistán (Afshan y cols., 2014). 
Durante los últimos años ha tenido lugar un aumento progresivo de 
la prevalencia de fasciolosis en Europa, probablemente debido al desarrollo 
de resistencia frente a los antihelmínticos de elección más eficaces, aunque 
también se ha sugerido que el cambio climático, con inviernos cada vez más 
suaves, puede haber contribuido a dicha elevación (Fairweather, 2011; Fox 
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y cols., 2011). Existen datos recientes que sugieren que el patrón de 
infecciones por helmintos podría estar cambiando en Escocia ya que el 
clima en Reino Unido es variable. Van Dijk y colaboradores (2010) 
escribieron que, en los últimos 5-10 años, se observaron aumentos muy 
significativos en la tasa global de diagnóstico de nematodos 
gastrointestinales en Gran Bretaña y sugirió que el efecto del cambio 
climático sobre la epidemiología del parásito resultó ser la explicación más 
probable de todos los patrones observados. 
En el noroeste de España también se han llevado a cabo estudios que 
sugieren que la prevalencia en la infección por F. hepatica en ovejas entre 
los años 2006-2011 es más alta (59,9%) que los llevados a cabo en la misma 
área a principios de la década de 1990, siendo la posible causa de este 
cambio las diferencias en las condiciones climáticas (Martínez-Valladares 
y cols., 2013). En Galicia, se ha descrito una prevalencia en ovejas del 83%, 
con un porcentaje de fasciolosis activa del 59,9% (Paz-Silva y cols., 2003) 
y en bovinos del 67% (Arias y cols., 2013). Estos resultados corroboran el 
hecho de que la prevalencia en España es mayor en estas zonas del noroeste 
debido principalmente a factores que influyen directamente en el ciclo 
biológico del parásito, como es la humedad. En Andalucía, debido a su 
clima más seco, la prevalencia de F. hepatica en ovejas es bastante menor, 
siendo en la provincia de Granada la prevalencia esta parasitosis en oveja 
del 5,17% (Illescas Gómez y cols., 1994) y de un 3% en caprinos en las 
zonas de Córdoba y Granada (Martínez Moreno y cols., 1996).  
La severidad del proceso patológico en animales de producción está 
en función de la dosis infectante y de la pauta de reinfección, pudiendo 
diferenciarse entre procesos agudos de alta mortalidad o, lo que es más 
frecuente, procesos crónicos con marcada repercusión en la producción 
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cárnica, láctea y lanar, así como un descenso apreciable en la capacidad 
reproductiva (Schweizer y cols., 2005). 
El triclabendazol ha sido el antihelmíntico de elección más eficaz 
para tratar la fasciolosis del ganado durante más de 20 años y, también, se 
ha utilizado con éxito para tratar casos humanos de fasciolosis. Es el 
antihelmíntico más eficaz contra formas inmaduras y maduras del parásito 
(Boray y cols., 1983), mientras que otros antihelmínticos sólo son efectivos 
en las fases maduras de 8 a 14 semanas postinfección (Kelley y cols., 2016). 
Sin embargo, la resistencia al triclabendazol y la gran dependencia de este 
único fármaco ponen en peligro las estrategias de tratamiento para 
fasciolosis (Brennan y cols., 2007). El corto periodo de acción de este 
fármaco, junto con la posibilidad de que el animal se reinfecte si continúa 
pastando en prados contaminados, obliga a su uso reiterado en zonas 
endémicas, con el consiguiente coste económico y riesgo de adquirir dicha 
resistencia. En España, se ha descrito resistencia frente a este fármaco y, 
además, frente a otros antihelmínticos como el albendazol y el clorsulón 
(Álvarez-Sánchez y cols., 2006; Sanabria y cols., 2013). 
El descubrimiento de nuevos medios de control e intervención para 
la fasciolosis requiere conocer e interpretar el ciclo de vida del parásito 
como una interacción compleja entre el parásito y el huésped. Las larvas de 
parásitos denominadas cercarias son liberadas por los caracoles que se 
enquistan en el pasto y otras vegetaciones como metacercarias, que pueden 
sobrevivir hasta por un año (Andrews, 1999). Después de la ingestión por 
parte de los animales en el pastoreo, los parásitos emergen de sus quistes en 
el intestino (NEJs: Newly excysted juveniles/ Formas juveniles de F. 
hepatica recién desenquistadas), atraviesan la pared intestinal, que se 
demora unas horas, antes de migrar al hígado a través del peritoneo. Sus 
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actividades de alimentación y migratorias inducen la producción y 
secreción de moléculas que poseen una potente actividad inmunosupresora, 
comprometiendo la resistencia natural del hospedador. Por estas razones, la 
obtención de vacunas eficaces frente a helmintos, concretamente frente a F. 
hepatica, supone un reto para la comunidad científica y, a pesar de los 
esfuerzos realizados durante las últimas décadas, ningún posible candidato 
vacunal contra este parásito ha alcanzado una etapa comercial o pre-
comercial debido principalmente a su alta capacidad inmunomoduladora 
(Flynn y cols., 2010; Morphew y cols., 2013; Toet y cols., 2014; Molina-
Hernández y cols., 2015). 
Se ha demostrado que los macrófagos tienen una función muy 
importante en la interacción parásito-hospedador en fases tempranas de la 
infección por F. hepatica. Los macrófagos son unas células del sistema 
inmuniatrio innato que detecta la invasión microbiana a través del 
reconocimiento de receptores de patrones moleculares microbianos 
específicos (PAMPs: Pathogen-associated molecular patterns/ Patrones 
moleculares asociados a patógenos). Cuando los macrófagos entran en 
contacto con el agente infeccioso, se produce la liberación de citoquinas IL-
6, IL-12 y TNF-α (Medzhitov, 2007). Estas acciones suponen un paso 
fundamental en el desarrollo de respuestas inmunitarias adaptativas 
protectoras, aunque una inflamación excesiva de esta respuesta inflamatoria 
podría conducir a sepsis, shock séptico y muerte (Castellheim y cols., 2009; 
Giuliani y cols., 2010). 
Se ha descrito que los macrófagos peritoneales procedentes de rata 
y oveja difieren sustancialmente en su capacidad para generar óxido nítrico. 
Sólo las células residentes en el lavado peritoneal de rata pudieron mediar 
una citotoxicidad dependiente de anticuerpos contra las larvas de Fasciola 
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recién desenquistadas (NEJs). Las diferencias entre estos dos hospedadores 
en matar NEJs podría tener que ver con las diferencias en la magnitud de la 
respuesta a los radicales libres por los macrófagos peritoneales (Piedrafita 
y cols., 2001).  
Los macrófagos pueden activarse mediante dos fenotipos 
antagónicos, la activación clásica o M1, caracterizada por una elevada 
producción de radicales de oxígeno y citoquinas proinflamatorias y la 
activación alternativa o M2, caracterizada por baja producción de radicales 
de oxígeno, elevada producción de arginasa y citoquinas anti-inflamatorias 
como IL10 (Martínez y cols., 2009; Wang y cols., 2014). Los macrófagos 
M2 tienen un papel fundamental en la reparación del tejido del huésped, la 
fibrosis tisular y la modulación de la inmunidad adaptativa durante la 
infección por helmintos. La infección por F. hepatica induce mediante 
productos excretores-secretores (FhESP) en modelos de laboratorio una 
activación M2 de macrófagos/monocitos sanguíneos (Donnelly y cols., 
2008; Hamilton y cols., 2009; Vukman y cols., 2013). 
En algunos estudios también se ha demostrado que los macrófagos 
peritoneales de ratones infectados con F. hepatica sufren un cambio hacia 
un perfil no inflamatorio o alternativo. Así, se ha descrito que los FhESP de 
este parásito tienen un efecto inmunomodulador en el hospedador. Entre los 
FhESP se han identificado diferentes tipos de HDMs (Helminth Defence 
Molecules/ Moléculas defensivas de helmintos), los cuales protegen de 
respuestas de tipo inflamatorio en ratones y previenen la activación clásica 
o inflamatoria en macrófagos, limitando la inflamación y facilitando la 
penetración del parásito a través de la pared intestinal durante la migración 
(Robinson y cols., 2011; 2013).  La peroxirredoxina (Prx) presente en 
FhESP también induce el reclutamiento de macrófagos y activación a M2 
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de macrófagos murinos in vivo e in vitro (Donnelly y cols., 2005; 2008). El 
tegumento de F. hepatica (FhTeg) también se ha demostrado que es otra 
fuente importante de moléculas inmunomoduladoras y que induce el 
fenotipo M2 en macrófagos peritoneales de ratones in vivo (Adams y cols., 
2014). 
La proteína Fh12, componente de las proteínas transportadoras de 
ácidos grasos (FABP) de F. hepatica, también ha mostrado un potente papel 
antiinflamatorio, ya que indujo la expresión y actividad de la arginasa y 
reguló de manera negativa la producción de óxido nítrico, sugiriendo que 
esta proteína induce la producción de macrófagos activados 
alternativamente en humanos (Figueroa-Santiago y Espino, 2014). 
Recientemente, un estudio transcriptómico en células mononucleares de 
sangre periférica (PBMCs/ peripheral blood mononuclear cells) de ovinos 
infectados con F. hepatica demostró una marcada activación M2 
caracterizada por marcado incremento en la expresión de genes de la 
arginasa y descenso en la expresión de genes de la enzima óxido nítrico 
sintetasa inducible (iNOS) (Fu y cols., 2016). 
 
Los estudios de proteómica relacionados con F. hepatica están 
teniendo una expansión reciente y se han centrado principalmente en el 
análisis de subclases de proteínas, como son las catepsinas (Dalton y cols., 
2003) y las glutatión S-transferasas (Hillyer, 2005; Chemale y cols., 2006). 
Además, también se están desarrollando estudios más avanzados para la 
identificación de proteínas como las contenidas en los FhESP in vitro 
(Jefferies y cols., 2001) y una comparación entre los FhESP detectados in 
vitro y en conducto biliar de ovejas infectadas (Morphew y cols., 2007) 
mediante electroforesis en gel en dos dimensiones (2D).  Sin embargo, han 
sido muy escasos los estudios de proteómica en el hospedador infectado con 
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F. hepatica y se han limitado a cambios en marcadores séricos (Rioux y 
cols., 2008). 
En la rata, se ha demostrado que la respuesta inmunitaria protectora 
ocurre durante los estadios tempranos tras la infección a nivel intestinal o 
peritoneal (Van Milligen y cols., 1998). Por tanto, el estudio de los 
mecanismos de respuesta inmunitaria durante la migración peritoneal 
resulta interesante para tratar de dilucidar posibles mecanismos efectores o 
mecanismos de inmunomodulación empleados por el parásito para evadir 
la respuesta del hospedador durante esta etapa de la infección. Sin embargo, 
hasta la fecha los ensayos vacunales en rumiantes se han centrado en 
estudios de estadios tardíos de la infección para evaluar la carga parasitaria 
y eliminación de huevos, lo que no ha permitido el estudio de los 
mecanismos de respuesta y/o modulación de la respuesta inmunitaria en 
fases tempranas de la infección, que es cuando ésta es eficaz para la 
eliminación de los parásitos en estadios juveniles. Algunos estudios previos 
llevados a cabo por nuestro grupo han analizado las poblaciones de 
leucocitos peritoneales en cabras y ovejas en fases tempranas de la infección 
por F. hepatica (Zafra y cols., 2013a y b; Escamilla y cols., 2017), pero no 
se ha llevado a cabo una caracterización de la activación de macrófagos, 
expresión de citoquinas, ni estudios proteómicos en líquido peritoneal.  
Con estos antecedentes, el objetivo genérico de esta Tesis Doctoral 
es el estudio la respuesta inmunitaria en líquido peritoneal en ovejas 
infectadas con F. hepatica durante fases tempranas de la infección.  Para 
alcanzar este objetivo hemos realizado dos experimentos con ovejas 
infectadas en fases tempranas con F. hepatica en los que se han analizado 
tanto el líquido peritoneal como el hígado, con el fin de conseguir los 
siguientes objetivos específicos: 
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1.- Recuento absoluto del número total de leucocitos peritoneales a 
los 1, 3, 9 y 18 días post-infección (dpi) tras la infección experimental de 
ovejas con F. hepatica y comparación con ovejas control no infectadas. 
 
2.- Recuento diferencial de los tipos de células inflamatorias 
presentes en el líquido peritoneal (linfocitos, macrófagos y eosinófilos) de 
ovejas infectadas a los 1, 3, 9 y 18 dpi y comparación con ovejas control no 
infectadas. 
 
3.- Caracterización inmunocitoquímica del inmunofenotipo de los 
macrófagos y células dendríticas peritoneales, así como el tipo de activación 
de macrófagos (M1-M2) a los 1, 3, 9 y 18 dpi tras la infección experimental 
de ovejas con F. hepatica y comparación con ovejas control no infectadas.  
 
4.- Estudio de la expresión génica de citoquinas proinflamatorias y 
reguladoras a los 18 dpi en ovejas infectadas experimentalmente con F. 
hepatica y comparación con ovejas control no infectadas. 
 
5- Estudio de los niveles de IgG anti-FhCL1 en líquido peritoneal de 
ovejas infectadas experimentalmente con F. hepatica a los 18 dpi y 
comparación con ovejas control no infectadas. 
 
6.- Estudio proteómico de líquido peritoneal de ovejas infectadas 
experimentalmente con F. hepatica a los 18 dpi y comparación con ovejas 
control no infectadas. 
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7.- Evaluación de los cambios macroscópicos y microscópicos del 
hígado de ovejas experimentalmente con F. hepatica a los 18 dpi y 
comparación con ovejas control no infectadas. 
 
8.- Estudio de los niveles séricos de enzimas indicativas de año 
hepático en ovejas experimentalmente con F. hepatica a los 18 dpi y 
comparación con ovejas control no infectadas. 
 
9.- Inmunolocalización de las proteínas periostina y la molécula de 
adhesión vascular-1 (VCAM-1/Vascular cell adhesion molecule-1) en 
hígado de ovejas infectadas experimentalmente con F. hepatica a los 18 dpi 
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 ETIOLOGÍA Y DISTRIBUCIÓN. 
Fasciola hepatica (F. hepatica) es un parásito 
helminto hermafrodita que se clasifica dentro del phylum 
Plathyelmintes, clase Trematoda, subclase Digenea, orden 
Echinostomida y familia Fasciolidae. Tiene una morfología 
foliácea y aplanada dorsoventralmente en su estadio adulto y 
mide de 2 a 3 cm de largo por 1 a 1,5 cm de ancho. Este 
helminto presenta una coloración pardo-grisácea y su 
extremo anterior presenta una estructura cónica donde se 
halla la boca y a partir de la cual el cuerpo se ensancha para 
formar los denominados “hombros” (Figura 1). Cerca de la 
boca se encuentran las ventosas oral y ventral, próximas entre 
sí, siendo la ventosa ventral de mayor tamaño. Su cuerpo está 
dotado de un tegumento con espinas dirigidas caudalmente, cuyas funciones 
son mantener la posición en el interior de los conductos biliares, así como 
erosionar el parénquima hepático y los vasos sanguíneos (Bennet, 1975). 
Las fases larvarias se multiplican abundantemente, de manera que a partir 
de un solo huevo fértil se producirían miles de formas infectantes, las cuales 
se distribuyen por medios principalmente acuáticos, como acequias y 
canales de riego, quedando adheridas a las hojas de las plantas y 
contaminándose también las praderas, los pastizales, el agua para beber o de 
regadío y, finalmente, el ganado y los seres humanos (Carrada-Bravo, 2007).
Figura 1. 
Ejemplar 
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Las formas adultas de este parásito se localizan en los conductos 
biliares mayores (Figura 2) y vesícula biliar de gran cantidad de especies, 
aunque se consideran más susceptibles los rumiantes, concretamente los 
ovinos (Manga y cols., 1990; Konopka, 1993; Mitchell, 1995), los caprinos 
(Khallaayoune y cols., 1991) y los bovinos (González-Lanza y cols., 1989; 
Genicot y cols., 1991; Poglayen y cols., 1995).  
La susceptibilidad a la infección por F. hepatica puede variar en 
función del tipo de hospedador, clasificándose en tres grupos. En el primero, 
se incluyen aquéllos hospedadores que reaccionan rápidamente frente al 
parásito y evitan su desarrollo, como son el cerdo, el perro y el gato (Cordero 
y cols., 2010); en el segundo grupo, se incluyen los que reaccionan con 
retraso ante la invasión parasitaria ya implantada que serían la vaca, el 
caballo y el hombre (Haroun y Hillyer, 1986; Martínez-Moreno y cols., 
1997; Morales y cols., 2000; Cordero y cols., 2010) y, en último lugar, se 
encuentran los mamíferos más susceptibles, en los que existe una alta 
patogenicidad por parte del parásito (oveja, cabra y conejo) (Reddington y 
Figura 2 A y B. Imágenes de cortes histológicos en los que se observan larvas 
del parásito F. hepatica dentro de conductos biliares a 20x aumentos. 
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cols., 1986; Chauvin y cols., 1995; Martínez-Moreno y cols., 1997, 1999; 
Apt y cols., 1993; Cordero y cols., 2010). 
En una investigación paleoparasitológica realizada en el Valle de 
Saale-Unistrut de Alemania, se demostró la presencia de huevos de F. 
hepatica en un esqueleto humano prehistórico y en los restos de un bovino 
de 3.000 años a.C.; hechos que indican que la trematodiasis era ya endémica 
en estas épocas (Dittmar y Teegen, 2003).  
Además, la fasciolosis se ha clasificado según la Organización 
Mundial de la Salud (OMS) como una de las enfermedades tropicales 
reemergentes y olvidadas asociada con brotes endémicos y epidémicos en 
humanos, principalmente en países en vías de desarrollo como América 
Latina, África y Asia, donde la infección humana está íntimamente ligada a 
una elevada prevalencia en el ganado (Nguyen y cols., 2011). Según la 
OMS, actualmente hay entre 2,4 y 17 millones de personas afectadas y se 
estima que entre 90 y 180 millones de personas viven en situación de alto 
riesgo de contraer la enfermedad (Mas-Coma y cols., 2009; Mas-Coma y 
cols., 2014). En Europa, F. hepatica está asociada mayoritariamente con 
enfermedades en ovino, bovino y caprino, aunque puede afectar también a 
caballos y fauna silvestre, con el efecto negativo que conlleva en la 
diseminación del parásito y la dificultad implícita en el control de la 
enfermedad. Dada la repercusión de la fasciolosis en la producción de carne, 
leche y lana, y el descenso de la fertilidad, actualmente se estima que las 
pérdidas anuales a nivel mundial en el ganado ascienden a 3000 millones de 
dólares (Beesley y cols., 2017).  
F. hepatica tiene una distribución cosmopolita, encontrándose 
ampliamente distribuido en Europa, América del Sur, América del Norte, 
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Asia, Australia, Nueva Zelanda y algunos países de África del Norte, así 
como zonas frías y altas en Pakistán, Kenia y Sudáfrica (Torgerson y 
Claxton, 1999). En el caso de Europa, en los últimos años ha tenido lugar 
un aumento progresivo en la prevalencia de la fasciolosis, probablemente 
debido al desarrollo de resistencia frente a fármacos antihelmínticos 
(Fairweather, 2011; Fox y cols., 2011; Dalton y cols., 2013). Además, los 
cambios que se han producido actualmente en las prácticas agrícolas, el 
aumento del transporte de animales y los cambios climatológicos han creado 
ambientes que facilitan la diseminación rápida y generalizada de los 
parásitos que se transmiten por alimentos y agua (Gajadhar y cols., 2006). 
Recientemente, un grupo de investigadores analizó, mediante un modelo de 
predicción a largo plazo, el efecto del cambio climático respecto a la 
diseminación de este parásito en el Reino Unido. Demostraron que el 
cambio climático está íntimamente ligado con los cambios en la distribución 
de la fasciolasis, lo que provocará un aumento en la distribución geográfica 
y la severidad de los casos debido, entre otros factores, a la presencia de 
inviernos más cálidos, que permiten la actividad del hospedador 
intermediario (Galba truncatula) durante más tiempo (Fox y cols., 2011) y 
la presencia, a su vez, del estadio infectante del parásito (metacercaria) 
(Charlier y cols., 2014). De manera que, la prevalencia a nivel de rebaños 
en Europa, puede variar del 7% en Suecia al 97% en granjas alpinas y del 
4% en el sur de Italia al 61,6% en granjas de ovejas en Irlanda (Charlier y 
cols., 2014; Rinaldi y cols., 2015; Beesley y cols., 2017). 
En España, la prevalencia de la enfermedad es muy variable y 
atiende a factores como son la temperatura, la humedad y las precipitaciones 
(Martínez-Valladares y cols., 2013). La presencia de esta parasitación no 
sólo se ha descrito en humanos, sino también en ovejas, cabras, vacas, 
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gamos, cerdos, jabalíes, asnos, caballos, conejos y liebres (Rojo-Vázquez y 
Ferre, 1999). El hospedador intermediario (Galba truncatula) presenta una 
amplia distribución geográfica y requiere de humedad ambiental elevada 
para su desarrollo y supervivencia (Graczyk y Fried, 1999). Por todo esto, 
regiones que tengan temperaturas moderadas y elevada humedad 
presentarán más riesgo de desarrollar la enfermedad, ya que influyen de 
manera positiva en el ciclo biológico del parásito. En Galicia, 
concretamente, se estipuló que las cabras de más edad presentaban una 
mayor prevalencia (24,3%) que las jóvenes (9,4%) y la raza autóctona 
(Cabra Galega) presentó menor prevalencia (13,7%) que la raza cruzada 
(26,7%) (Pérez-Creo y cols., 2016). De manera similar, en bovino se 
describe que la Rubia Gallega es la raza que menos prevalencia presenta en 
esta zona (Sánchez-Andrade y cols., 2002). Estos datos sugieren que la 
prevalencia de la fasciolosis puede estar determinada por la raza y la edad 
de los animales. Por otro lado, la prevalencia en ovejas es del 83% en Galicia 
(Paz-Silva y cols., 2003). En la comunidad de Castilla y León, la prevalencia 
de la fasciolosis en ovino es de 59,3%. Concretamente en León, la 
prevalencia aumenta de un 26.7% entre los años 1992 y 1993 (Ferre y cols., 
1995) a un 60,5% en el año 2013 (Martínez-Valladares y cols., 2013). 
Por el contrario, en áreas más secas de España, como es Andalucía 
y, en concreto, Córdoba y Granada, tan sólo se detectó un 3% de fasciolosis 
caprina en los animales testados (Martínez-Moreno y cols., 1996). Los casos 
de zoonosis en España parecen estar infravalorados y, fundamentalmente, 
confinados al norte del país (Sorribes y cols., 1990), con casos importados 
y autóctonos más o menos recientes (Turrientes y cols., 2004). 
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 CICLO BIOLÓGICO. 
La existencia de F. hepatica está ligada a la presencia de su 
hospedador intermediario, 
caracoles del género Galba 
(anteriormente conocido como 
género Lymnaea), siendo Galba 
truncatula el hospedador 
intermediario principal en la zonas 
templadas de Europa (Figura 3a). 
Estos moluscos viven en las orillas de 
riachuelos, abrevaderos, charcas, 
praderas inundadas y, en 
definitiva, donde hay agua dulce de corriente lenta. Además, poseen un 
potencial biótico elevado, ya que un individuo suele producir hasta 25.000 
caracoles nuevos en sólo tres meses, principalmente cuando la temperatura 
es cercana a los 22ºC y con la humedad adecuada. En épocas secas y 
calurosas, los caracoles pueden estivar, pero las fuentes, abrevaderos y, 
sobre todo, los regadíos, mantienen altas concentraciones (Mas-Coma y 
cols., 2009; Mas-Coma y cols., 2014). 
Para desarrollarse, los huevos requieren temperaturas entre 10 y 
30ºC y la existencia de, al menos, una capa fina de agua. A partir de dos 
semanas crece una larva periciliada o miracidio, cuya parte anterior 
ensanchada lleva una papila cónica diminuta y una mancha ocular 
prominente, adelgazándose hacia la porción posterior y que mide 128 x 25 
µm, aproximadamente. El miracidio móvil levanta el opérculo y comienza 
a nadar y, al ponerse en contacto con el caracol, pierde los cilios y se 
transforma en un esporocisto joven, que penetra en el molusco (De Haro-
Figura 3. (a) Espécimen del 
principal hospedador intermediario 
de Europa: Galba truncatula. (b) 
Metacercarias enquistadas en la 
superficie de una hoja de 
crecimiento en zonas acuosas. 
Fuente: Mas-Coma y cols., 2014. 
b 
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Arteaga, 2004; Carrada-Bravo y cols., 2005). Después, el esporocisto 
maduro se multiplica y da lugar a redias germinales, las cuales son masas 
celulares muy activas, situadas dentro de la glándula digestiva 
(hepatopáncreas) o la cavidad corporal del molusco. Del caracol salen hacia 
el agua las cercarías, las cuales se enquistan sobre las hierbas y plantas 
acuáticas. Al perder la cola, aparecen las metacercarias (Figura 3b), 
envueltas por una cubierta polimérica de quinonas y otras sustancias 
mucilaginosas. Son muy sensibles a las altas temperaturas y a la desecación, 
pero soportan temperaturas muy bajas, posibilitando así la supervivencia 
invernal. Se ha estimado que por cada miracidio salen cerca de 250 cercarias 
(De Haro-Arteaga, 2004). Los rumiantes se infectan durante el pastoreo, de 
manera que ingieren las metacercarias vía oral y éstas se desenquistan en el 
tubo digestivo por acción de la bilis y otros jugos digestivos, dando salida a 
una forma juvenil del parásito, capaz de atravesar la pared intestinal hasta 
llegar al hígado. Cuando se aloja dentro de las vías biliares del hígado en su 
estadio adulto, se suele dar la copulación por pares o la autocopulación de 
un sólo adulto. Los hospedadores definitivos (herbívoros) eliminan los 
huevos desde los conductos biliares, llegan al intestino y salen por las heces. 
El parásito adulto pone entre 10.000 y 20.000 huevos al día, son de color 
amarillento, elipsoidales y con opérculo y unas medidas de entre 130 y 145 
μm de largo y entre 70 y 90 μm de ancho. Una sola oveja afectada por la 
carga parasitaria biliar, podría eliminar entre 2 a 2,5 millones de huevos 
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diarios, además de los arrojados al ambiente por otros rumiantes y 
lagomorfos silvestres (liebres y conejos) (González-Lanza y cols., 1989). 
 
 
Figura 4. Ciclo biológico de F. hepatica. Los huevos de Fasciola inmaduros se 
descargan en las heces  y embrionan en el agua , liberando los miracidios 
, que invaden el hospedador intermediario (caracol) . En el caracol, los 
parásitos sufren varias etapas de desarrollo (esporoquistes , redias  y 
cercarías ). Las cercarias se liberan del caracol y se enquistan como 
metacercarias en la vegetación acuática u otras superficies . Los mamíferos 
adquieren la infección al comer vegetación que contiene metacercarias . Las 
metacercarias se desenquistan y migran a través de la pared intestinal, la 
cavidad peritoneal y el parénquima hepático , donde se convierten en 
trematodos adultos . Imagen obtenida de Centers for Disease Control and 
Prevention (CDC). (https://www.cdc.gov/parasites/fasciola/biology.html). 
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 PATOLOGÍA Y PATOGENIA. 
Debido a las importantes pérdidas económicas que la fasciolasis 
causa en el ganado ovino, se motivó durante los años 60 y 70 al estudio de 
su patogenia por parte de diferentes autores con el fin de comprender mejor 
el curso de esta enfermedad en ovinos (Sinclair, 1962; Ross y cols., 1967; 
Sinclair, 1968, 1970; Rusthon, 1977; Rusthon y Murray, 1977). En el caso 
de la patogenia en ganado caprino, sin embargo, los estudios son más 
limitados y recientes (Martínez-Moreno y cols., 1999; Pérez y cols., 1999; 
Zafra y cols., 2013a y b). 
La maduración y el crecimiento de los parásitos dentro del 
hospedador incluye un periodo de 12-16 semanas, periodo en el cual F. 
hepatica viaja a través del peritoneo y del hígado (Behm y Sangster, 1999). 
Los estadios de migración de F. hepatica dentro del hospedador 
pueden clasificarse en dos: estadio prehepático y estadio hepático: 
• Estadio prehepático:  
Se inicia sobre las 72 horas postinfección (pi), después de haber sido 
ingeridas las metacercarias. En este momento, es posible encontrar formas 
parasitarias juveniles en la cavidad abdominal, después de haber atravesado 
la pared intestinal (Kendall y Parfi’it, 1962). Normalmente, esta fase suele 
ser asintomática y no se han descrito lesiones peritoneales significativas, 
aparte de focos de necrosis y fibrosis, habiéndose demostrado de forma 
ocasional la migración ectópica de los parásitos a los pulmones, el cerebro 
y la piel (Boray, 1969; Catchpole y Snow, 1952). 
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Las formas juveniles recién desenquistadas de F. hepatica 
(NEJs/Newly excysted juveniles) son capaces de penetrar a través del 
intestino, siendo el intestino delgado la región anatómica concreta en la cual 
ha sido observado un mayor grado de migración (Hanna, 1980; Kawano y 
cols., 1991), sugiriendo que podría haber algunas características específicas, 
receptores o moléculas que el parásito es capaz de reconocer. El receptor de 
unión a la manosa es un receptor de la familia de las lectinas presente en las 
células epiteliales intestinales al cual se ha demostrado que se unen los NEJs 
(Unemura y cols., 2002, Kania y cols., 2010). También se ha documentado 
que proteasas específicas de F. hepatica, como son la catepsina L3 (FhCL3) 
y la catepsina B, tienen funciones específicas en la activación larvaria y en 
la penetración de la pared intestinal (Robinson y cols., 2009). 
Una vez en la cavidad peritoneal, los NEJs van a interactuar con los 
leucocitos peritoneales de diferentes formas. Existen estudios que 
demuestran que 4 horas después de la inyección intraperitoneal en ratas de 
NEJs, provocan un considerable incremento de eosinófilos rodeando al 
parásito y llegando incluso a provocar su muerte (Duffus y Franks, 1980). 
Un estudio llevado a cabo por Carasi y colaboradores (2017), sugiere que el 
aumento en la expresión de la enzima hemo-oxigenasa 1 podría estar 
relacionada con la regulación de la respuesta inflamatoria en el hospedador 
asociada con los niveles de las citoquinas TGF-β e IL-10 que se encuentran 
en peritoneo, citoquinas inmunorreguladoras que podrían estar facilitando la 
supervivencia y el paso del parásito hacia el hígado.  
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• Estadio hepático: 
Los parásitos comienzan a llegar al hígado a las 90 horas pi (Kendall 
y Parfit’it, 1962). Normalmente, los lóbulos hepáticos que están más 
próximos al intestino delgado (lóbulo izquierdo en el caso de los pequeños 
rumiantes, o lóbulo ventral en otras especies) suelen ser los más afectados, 
produciéndose una hipertrofia compensatoria de los lóbulos menos dañados 
(Sinclair, 1967). Dentro de este estadio, a su vez, se diferencian dos fases: 
- Fase parenquimatosa o periodo migratorio agudo: Cuando las formas 
larvarias de F. hepatica terminan la migración peritoneal, penetran 
en la cápsula de Glisson del hígado y comienzan a migrar a través 
del parénquima hepático durante un tiempo aproximado de 6-7 
semanas (Carrada-Bravo, 2007). 
- Fase biliar o periodo biliar crónico: Se establece a partir de la 8ª-12ª 
spi, aunque es posible encontrar fasciolas de forma aislada en 
conductos biliares a la 4ª spi (Rushton y Murray, 1977). En esta fase, 
las formas ya adultas del parásito alcanzan los conductos biliares y 
la vesícula biliar. Al alojarse en el interior de los conductos biliares, 
el parásito produce su dilatación y engrosamiento, llegando a hacer 
prominencia sobre la cara visceral del hígado y llegando a producir, 
en ocasiones, obstrucción aguda del colédoco y síndrome de 
obstrucción biliar ictérico. (Ross y cols., 1967; Dow y cols., 1968; 
Rushton y Murray, 1977: Reddington y cols., 1986; Kelly, 1993). 
La severidad de la enfermedad está condicionada por la magnitud de 
la carga parasitaria y de la pauta de reinfección y puede ser clasificada como 
aguda o crónica. La patología de la fasciolosis aguda sucede cuando un gran 
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número de metacercarias son ingeridas en un corto lapso de tiempo y se 
puede llegar a desarrollar una hepatitis hemorrágica necrotizante, con o sin 
hemoperitoneo, que puede llegar a ser mortal (Carrada-Bravo, 2007). Esto 
no sucede normalmente, salvo en ovejas y cabras. La forma crónica de la 
enfermedad es más común en todo tipo de huéspedes, a pesar de que existen 
considerables variaciones entre animales. Aquéllos que hayan ingerido 
pocas metacercarias permanecerán asintomáticos. Sin embargo, si la pauta 
de ingesta es frecuente puede dar lugar a procesos crónicos con marcada 
repercusión en las producciones cárnica, láctea y lanar, así como un 
descenso apreciable en la capacidad reproductiva (Behm y Sangster, 1999; 
Mulcahy y cols., 1999; Maqbool y cols., 2000; Schweizer y cols., 2005). 
La complejidad de la fasciolasis surge de diferentes fuentes. La 
maduración del helminto involucra el desarrollo y crecimiento durante 12-
16 semanas en las cuales F. hepatica migra a través de órganos. Cuando esto 
ocurre, el parásito crece y aumenta de tamaño y con ello también lo hacen 
el daño y la respuesta inflamatoria. Se ha descrito que el daño hepático 
causado por el parásito durante la fase migratoria se debe, principalmente, a 
la acción mecánica causada por las espinas y la ventosa oral. Sin embargo, 
es difícil evaluar el grado de importancia de las espinas sobre el daño 
hepático y si su ausencia disminuiría o no la irritación en conductos biliares 
(Behm y Sangster, 1999). En cuanto a la ventosa oral, es la vía a través de 
la cual F. hepatica obtiene la mayoría de los nutrientes. Mediante esta 
ventosa, los parásitos jóvenes perforan y destruyen los hepatocitos, aspiran 
los restos celulares hasta la faringe y los ingieren, lo que implica un 
considerable daño tisular (Dawes y Hughes, 1964). Otro mecanismo que 
contribuye al daño tisular son los denominados productos de excreción-
secreción de F. hepatica (FhESP), los cuales se han descrito como productos 
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tóxicos liberados por el parásito, entre los cuales se han aislado diversas 
proteasas que ayudarían al parásito a digerir los tejidos adyacentes al mismo, 
facilitando la formación de los trayectos migratorios. Estos productos 
también producen necrosis de los hepatocitos (Kelly, 1993; Chauvin y 
Boulard, 1996) y son capaces de producir una disminución en su capacidad 
metabólica, especialmente de las enzimas microsomiales (Lenton y cols., 
1996). 
El nivel de infección es otro factor que afecta a la patología. Grandes 
parásitos causan una patología más severa y la posibilidad de la muerte del 
animal. Sin embargo, la mayoría de las infecciones tienen un curso crónico 
una vez que la Fasciola adulta se establece en los canalículos biliares (Behm 
y Sangster, 1999). La severidad de la patología también se ve afectada por 
el estado nutricional del animal. Asimismo, existen variaciones en la 
susceptibilidad a la infección y en la respuesta inmune contra F. hepatica 
(Mulcahy y cols., 1999), con ciertos huéspedes que poseen resistencia innata 
contra la especie. De manera que algunas especies, como la oveja (Sinclair, 
1962; Ross y cols., 1967; Rusthon, 1977; Rusthon y Murray, 1977), el 
conejo (Urquhart, 1956) o el ratón (Dawes, 1961, 1963a, b), son bastante 
permisivas a la infección y la fase biliar es muy frecuente. En otras, sin 
embargo, como la humana (Chen y Mott, 1990), sobreviven pocos parásitos 
a la fase migratoria y su presencia en conductos biliares es menos frecuente. 
En los casos concretos de la oveja (Pérez y cols., 2002) y la cabra 
(Martínez-Moreno y cols., 1999; Pérez y cols., 1999), se ha demostrado que, 
infecciones experimentales con dosis pequeñas y repetidas (de manera 
similar a cómo se produciría en el medio natural), inducen lesiones hepáticas 
más severas que una única dosis infectante, aun cuando el número de 
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metacercarias totales administradas sea el mismo. Estos resultados sugieren 
que, en la oveja y la cabra, la respuesta inmunitaria local puede contribuir al 
daño hepático durante la fase migratoria. Se ha de tener en cuenta, al menos 
en pequeños rumiantes, la relación inversa existente entre la dosis infectante 
y la tasa de implantación de la misma (Kendall y Parfi’it, 1962), lo cual 
podría explicarse con fenómenos de competencia biológica entre las larvas 
juveniles o por el hecho de que, a mayor dosis infectante, más exacerbada 
es la reacción inmunitaria del hospedador (Boray, 1967). 
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2.3.1. Lesiones. 
Las lesiones más evidentes relacionadas con F. hepatica se producen 
a nivel de hígado y nódulos linfáticos regionales. A pesar de que el 
mecanismo de invasión de las formas juveniles a través del intestino se 
encuentra aún en investigación, numerosos estudios avalan que la 
penetración de estos hacia la cavidad peritoneal se caracteriza por la 
ausencia de signos clínicos en el hospedador y encontrar signos patológicos 
o lesiones en esta fase constituiría un hecho puntual. Sin embargo, se ha 
descrito la presencia de pequeños focos de hemorragia en la cavidad 
peritoneal (Kelly, 1993). A nivel de la pared intestinal, no se observan 
lesiones o cambios patológicos, lo cual sugiere que el parásito atraviesa 
rápidamente estos tejidos o que posee un mecanismo que suprime la 
activación inmunitaria por parte del hospedador (Kendall y Parfi’it, 1962; 
Kelly, 1993; Zafra y cols., 2013a y b). 
2.3.1.1. Lesiones en hígado. 
Las formas juveniles de F. hepatica pueden causar peritonitis aguda 
y crónica en ovino y bovino en su fase de migración hacia el hígado. La 
inflamación incluye el peritoneo parietal y, en ocasiones, el peritoneo 
visceral, especialmente aquél del hígado, bazo y del omento. Los cambios 
pueden consistir en muchas placas de fibrina o en un engrosamiento más 
difuso. Las formas juveniles pueden encontrarse en las lesiones 
inflamatorias, tanto encima como debajo del peritoneo (Kelly, 1993). 
Las lesiones producidas en el hígado se clasifican en dos grupos 
dependiendo de la fase evolutiva en la que se encuentre el proceso, de 
manera que el primer grupo coincide con la fase parenquimatosa o periodo 
migratorio agudo, dentro de las 6 primeras semanas post-infección (spi), en 
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la que se observa regeneración de hepatocitos y mínima fibrosis hepática. El 
segundo grupo, se corresponde con la localización de los parásitos adultos 
dentro de los conductos biliares y tiene lugar después de las primeras 6 spi 
y se asocia con la presencia de una empalizada única y periférica de células 
gigantes en los tractos parasitarios y con la formación de agregados de 
linfocitos de forma pseudofolicular. La presencia de los parásitos en los 
conductos biliares produce fibrosis de las paredes del conducto. Las paredes, 
sin embargo, permanecen flexibles y expandidas para acomodar al parásito 
y no se observan fenómenos de calcificación (fase biliar o periodo biliar 
crónico) (Dow y cols., 1968). 
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2.3.1.1.1. Lesiones en la fase parenquimatosa o periodo migratorio 
agudo 
2.3.1.1.1.1. Lesiones macroscópicas. 
El tiempo que invierten las formas juveniles en llegar a la cápsula 
hepática dependerá de la especie hospedadora, así como de la virulencia de 
la cepa parasitaria, entre otros factores. Sinclair (1967), determinó que esto 
ocurría a las 90 horas post-infección en ovino. Sin embargo, ensayos 
experimentales han demostrado la llegada a las 48 horas. Las formas 
juveniles se empiezan a localizar bajo la cápsula del hígado de manera cada 
vez más abundante a partir de los 10 dpi en el caso de una primoinfección. 
Sin embargo, en las reinfecciones la llegada del parásito es más temprana, 
debido posiblemente a que se produce una migración más rápida (Sandeman 
y Howell, 1981; Chauvin y cols., 1995; Meeusen y cols., 1995). 
En la 1ª spi, se observa una moderada congestión del lóbulo hepático 
izquierdo, sin embargo, aún no se observan trayectos parasitarios. Entre la 
2ª y la 3ª semana, se observan trayectos parasitarios de color blanquecino, 
de 0,5-2 mm de ancho y 5-15 mm de largo en la superficie del parénquima, 
principalmente en la cara diafragmática, debajo de la cápsula de Glisson. 
Estos trayectos fueron predominantes en el lóbulo izquierdo y más 
comúnmente observados en la superficie parietal del hígado. Al corte, el 
hígado presenta trayectos rojizos apreciables entre el parénquima hepático 
(Dow y cols., 1968; Zafra y cols., 2013a y b). 
A partir de la 3ª spi, los trayectos parasitarios se vuelven de color 
amarillento y hacen un claro relieve sobre la superficie hepática, pudiendo 
tener un halo estrecho y blanquecino a su alrededor. La mayoría de estos 
trayectos miden 2 mm de ancho (Dow y cols., 1968). 
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En la 5ª spi, son visibles áreas de hemorragia adyacentes a los 
trayectos parasitarios superficiales (Dow y cols., 1968). En la 6ª spi, la 
mayoría de los trayectos han perdido su coloración amarillenta, se hacen 
más anchos (2-3 mm) y están llenos de sangre, lo que les confiere un matiz 
rojo oscuro. Es común observar placas hemorrágicas de mayor tamaño 
(hasta 1 cm) en la superficie visceral del lóbulo izquierdo. Debido a que el 
hígado presenta una superficie rugosa en esta fase, se favorece la aparición 
de adherencias fibrinosas con órganos adyacentes (Sinclair, 1967; Dow y 
cols., 1968; Rushton y Murray, 1977).  
Las lesiones descritas anteriormente pueden sufrir modificaciones 
según la carga parasitaria que reciban los animales. Según Ross y 
colaboradores (1967), se pueden distinguir infecciones severas (más de 
5.000 metacercarias ingeridas) e infecciones moderadas (entre 700 y 1.000 
metacercarias ingeridas), tomando como animal de referencia la oveja. 
Normalmente, la mayoría de los parásitos alcanzan los conductos 
biliares. Sin embargo, algunos pueden quedarse enquistados en el 
parénquima hepático. Estos quistes están constituidos por un contenido 
oscuro formado por sangre, detritus y excrementos de F. hepatica, que con 
el paso del tiempo será rodeado por macrófagos, células gigantes 
multinucleadas y una cápsula de tejido conjuntivo. Finalmente, éstos se 
convertirán en quistes caseosos, los cuales pueden mineralizarse o ser 
invadidos por tejido fibroso (Kelly, 1993). En el caso concreto de las cabras, 
se ha descrito que las primeras lesiones hepáticas son la perihepatitis fibrosa 
y abundantes trayectos tortuosos, más severos en animales reinfectados que 
en los primoinfectados, afectando principalmente al lóbulo izquierdo (Pérez 
y cols., 1998). 
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2.3.1.1.1.2. Lesiones microscópicas. 
Entre la 1ª y la 3ª spi, la migración de las formas juveniles de F. 
hepatica da lugar a túneles que contienen detritus celulares y sangre. Sin 
embargo, la hemorragia que se produce es leve, a excepción de algunos 
lugares debajo de la cápsula hepática. Los túneles por los que ha pasado el 
parásito contienen una masa compuesta por necrosis, detritus celulares y 
eosinófilos, rodeada en su periferia por una delgada capa de células 
hepáticas degeneradas, eosinófilos y macrófagos (Dow y cols., 1968; Zafra 
y cols., 2013a y b). En la periferia de los trayectos más antiguos el infiltrado 
de eosinófilos es más intenso, mientras que la zona central ha degenerado 
en una masa compuesta por detritus celulares embebidos en una matriz 
amorfa y eosinofílica (Dow y cols., 1968). Entre la 3ª y la 5ª spi, se forma 
otra capa periférica externa compuesta por células gigantes con un 
citoplasma eosinofílico y abundante, conteniendo de dos a veinte núcleos 
alargados y pálidos, con nucléolo prominente. Los espacios porta 
adyacentes tenían un infiltrado inflamatorio compuesto principalmente por 
linfocitos y macrófagos y había un incremento en la hiperplasia de los 
canalículos biliares. (Dow y cols., 1968). 
Posteriormente, la zona central de estos trayectos disminuye en 
tamaño y el infiltrado de eosinófilos disminuye, aumentando por otro lado 
el infiltrado de macrófagos y existiendo un pequeño número de linfocitos y 
fibroblastos y siendo los depósitos de colágeno discretos, que empiezan a 
aparecer principalmente a partir de la 6ª spi. A partir de entonces, aumenta 
la cantidad de colágeno hasta que los túneles se reducen a cicatrices anchas 
e irregulares que principalmente contenían macrófagos cargados con 
hemosiderina (Dow y cols., 1968; Rushton y Murray, 1977). 
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La migración de los trematodos también provoca cambios 
vasculares, induciendo fenómenos de flebitis en los vasos sanguíneos y de 
trombosis en las venas hepáticas (Rushton y Murray, 1977). En las venas de 
los espacios porta, en la 1ª spi, se observa infiltrado de tipo mononuclear y, 
más adelante, eosinófilos y fluido edematoso. Como consecuencia, las venas 
porta quedan estenosadas, incluso de forma completa en algunas ocasiones 
(Rushton y Murray, 1977). Los eosinófilos y el edema presentes en los 
espacios porta se terminan diseminando por el parénquima cercano. Algunos 
hepatocitos empiezan a formar conductos biliares, los cuales son más 
numerosos en la 8ª spi. Cuando los trayectos hepáticos comienzan a 
cicatrizarse, los eosinófilos disminuyen en número, hay menos edema y el 
infiltrado mononuclear aumenta en número hasta que alrededor de la 16ª spi 
se forman los nódulos linfoides (Rushton y Murray, 1977). 
La cicatrización de los trayectos parasitarios se completa entre la 12ª 
y la 16ª spi, momento en el que la lesión es reemplazada por tejido fibroso. 
En la semana 16 todos los túneles están cicatrizados (Dow y cols., 1968; 
Rushton y Murray, 1977). En la cabra y la oveja, los trayectos que han 
originado abundantes detritus celulares pueden tardar varias semanas más 
en ser reabsorbidos, permaneciendo con un centro necrótico acidófilo 
constituido por detritus celulares rodeados por células gigantes 
multinucleadas y células epitelioides, linfocitos, células plasmáticas y 
fibrosis periférica (Pérez y cols., 1999, 2003). 
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2.3.1.1.2. Lesiones en la fase biliar o periodo biliar crónico. 
2.3.1.1.2.1. Lesiones macroscópicas. 
A pesar de que de manera esporádica se puede encontrar algún 
trematodo en los conductos biliares en la 4ª spi, la mayoría no suelen 
encontrarse en esta localización hasta la 12ª spi (Rushton y Murray, 1977). 
En la 6ª spi, la mayoría de los trayectos han perdido su coloración 
amarillenta, siendo éstos de mayor tamaño (2-3 mm) y estando llenos de 
sangre, lo cual les confiere un color rojo oscuro. En la 7ª semana, la mayoría 
de los trayectos siguen teniendo esta apariencia y, debido al aumento de 
carga parasitaria dentro de los conductos biliares, éstos van a estar dilatados 
y sus paredes engrosadas, con lo cual harán prominencia sobre la cara 
visceral del lóbulo izquierdo del hígado (Ross y cols., 1967; Dow y cols., 
1968; Rushton y Murray 1977; Reddington y cols., 1986; Kelly,1993; Pérez 
y cols., 1999, 2003). A la 8ª semana, muchos trayectos han perdido su forma 
convexa y están desprovistos de contenido (Dow y cols., 1968). En las 
primoinfecciones de curso crónico se produce fibrosis periportal y 
proliferación y engrosamiento de los conductos biliares, que da un aspecto 
de pseudolobulillos a la superficie hepática (Meeusen y cols., 1995; Pérez y 
cols., 1999). 
2.3.1.1.2.2. Lesiones microscópicas. 
Los conductos biliares, sobre todo a partir de la 12ª semana, están 
elongados y dilatados y presentan una clara hiperplasia del revestimiento 
epitelial, estando rodeados además por gran cantidad de eosinófilos y células 
mononucleares (Rushton y Murray, 1977). Es frecuente que se produzca 
necrosis de la mucosa de los conductos que contienen los parásitos, 
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pudiendo extenderse en ocasiones a otras capas más profundas (Sinclair, 
1967). 
A partir de la 30ª semana, extensas áreas de epitelio han 
desaparecido, de manera que quedan expuestas las espinas y las ventosas de 
los trematodos. Los conductos que no contienen trematodos, pueden estar 
carentes también de epitelio o poseer una capa de células columnares 
regenerativas, la cual presenta una fibrosis marcada (Rushton y Murray, 
1977). Meeusen y colsaboradores (1995) señalan que esta fibrosis periportal 
es una lesión muy característica de las fases crónicas en infecciones 
primarias por F. hepatica, y que está acompañada de otro tipo de lesiones 
como proliferación de conductos biliares e infiltrado linfoplasmocitario. 
Estas lesiones implican la pérdida del parénquima hepático y la consiguiente 
alteración de la arquitectura normal del hígado. 
Los huevos del parásito se identificaron por primera vez en 
conductos biliares de mayor tamaño a la 12ª semana, sin embargo, a la 20ª 
semana están alojando en conductos más pequeños y periféricos, donde no 
se encuentran trematodos adultos. En la 30ª semana, muchos huevos se 
localizan en el centro de una reacción granulomatosa en la cual no se pudo 
identificar la presencia de conductos biliares (Rushton y Murray, 1977). 
La ruptura de la pared de los conductos biliares y de los vasos 
sanguíneos asociados, es un hecho común y que, frecuentemente, va 
asociado a la aparición de infartos (Ross y cols., 1967). 
En cabras que han estado sometidas a dosis infectantes repetidas, se 
han descrito lesiones en hepatocitos consistentes en dilatación de retículo 
endoplasmático liso (Martínez-Moreno y cols., 1999; Pérez y cols., 1999), 
Mª Teresa Ruiz Campillo  Revisión Bibliográfica 
73 | P á g i n a  
 
organela que cumple importantes funciones relacionadas con el 
metabolismo y detoxificación de numerosos tóxicos, y se ha sugerido que 
esta lesión podría estar originada por los FhESP 
2.3.1.1.3. Lesiones en nódulos linfáticos. 
Los nódulos linfáticos hepáticos (NLH) de animales infectados de 
manera natural o experimental con F. hepatica suelen mostrar un severo 
aumento de tamaño (Chauvin y cols., 1995). En el caso de infecciones 
severas, la médula aparece enrojecida al corte (Zafra y cols., 2008). 
A nivel microscópico se demuestra que este aumento de tamaño del 
NLH observado macroscópicamente se debe a una hiperplasia de los 
folículos linfoides y de los cordones medulares, la cual oscila entre 
moderada y severa. También puede aparecer a veces, aunque en menor 
medida, una discreta hiperplasia de las áreas paracorticales. En cuanto al 
enrojecimiento medular observado macroscópicamente, se debe 
principalmente a focos hemorrágicos (agudos o crónicos), los cuales se 
asocian con la presencia de macrófagos cargados de hemosiderina. Con 
menor frecuencia, puede aparecer un leve infiltrado de eosinófilos en los 
cordones medulares y áreas paracorticales (Zafra y cols., 2008). Meeusen y 
colaboradores (1995), describen que en infecciones primarias con F. 
hepatica, hay un progresivo aumento en el curso de la infección tanto en el 
peso de los NLH, número de células y en el ratio CD4/CD8 de los linfocitos. 
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2.3.2. Alteraciones biopatológicas. 
2.3.2.1. Anemia. 
El tipo de anemia que la infección con F. hepatica produce se 
describe como una de tipo hemorrágica, debido a las lesiones que el parásito 
causa a nivel del parénquima hepático, conductos biliares y cavidad 
abdominal. Se estima que la cantidad de sangre que se puede perder oscila 
entre 0,2 y 0,5 ml por parásito y día (Dawes y Hughes, 1964; Jennings. 
1976), siendo ésta probablemente el factor más importante en cuanto a 
morbilidad y mortalidad del hospedador con fasciolosis. Los estudios de 
Lotfollahzadeh y colaboradores (2008), determinaron que la anemia que 
aparece en la fasciolosis es de tipo normocítica hipocrómica, constatándose 
igualmente un descenso en los niveles de hierro sérico, lo cual se explicaría 
por la actividad hematófaga del parásito junto con la pérdida de sangre hacia 
el intestino a través de los conductos biliares. 
2.3.2.2.  Proteínas plasmáticas. 
Las principales proteínas plasmáticas son la albúmina, las 
inmunoglobulinas (gamma-globulinas) y el fibrinógeno. El hígado es el 
único lugar en el que se sintetiza albúmina sérica, mientras que las 
inmunoglobulinas son producidas por las células plasmáticas en distintas 
partes del organismo. En la fasciolosis, se produce habitualmente 
hipoalbuminemia e hiperglobulinemia (Behm y Sangster, 1999). Durante la 
fase parenquimatosa de la enfermedad, el daño causado por la migración de 
F. hepatica compromete la función hepática, provocándose una disminución 
en la producción de albúmina y disminuyendo su concentración plasmática 
(Anderson y cols., 1977; Dargie, 1981; Symons, 1989). Por otra parte, 
durante la fase biliar, la pérdida de albúmina debido a las hemorragias es 
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mayor a la reposición por síntesis hepática, produciéndose un desequilibrio. 
Esta hipoalbuminemia provoca un edema hipooncótico en zonas declives 
como la papada, dando lugar al típico edema submandibular (Rojo y Ferre, 
1999; Behm y Sangster, 1999). 
El incremento en la síntesis de inmunoglobulinas séricas tiene lugar 
a las pocas semanas de la infección y perdura a lo largo de todo el proceso, 
elevándose los niveles de IgM, IgG1, IgG2a e IgE (Holmes y cols., 1968; 
Sinclair, 1968, 1970; Berry y Dargie, 1976; Sykes y cols., 1980; Dargie, 
1981; Huges y cols., 1981, Poitou y cols., 1992; Jemly y cols., 1993). En la 
cabra, dicho aumento ocurre a partir de la 3ª spi (Martínez-Moreno y cols., 
1999).  
Se ha demostrado que la infección gastrointestinal con F. hepatica 
hace que aumenten los niveles séricos de proteínas de fase aguda en cabras, 
especialmente de haptoglobina y la proteína amiloide sérica A (Ulutaş y 
cols., 2008). 
2.3.2.3. Enzimas hepáticas. 
La determinación de la concentración plasmática de algunas enzimas 
de origen hepático ha demostrado ser muy útil en el estudio y diagnóstico 
de hepatopatías en medicina veterinaria (Ferre y cols., 1994, 1995). Se ha 
observado que, en ovejas infectadas experimentalmente con F. hepatica, 
tiene lugar un aumento significativo en los niveles séricos de la actividad 
glutamato-deshidrogenasa (GLDH) desde los 40 dpi y de la actividad de la 
aspartato aminotransferasa (AST) desde los 60 dpi. La actividad de ambas 
enzimas adquirió niveles máximos en el suero de los animales infectados a 
los 80 dpi, sin embargo, fueron decreciendo progresivamente a partir de este 
momento. Con respecto a los niveles en suero de gamma-glutamiltransferasa 
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(GGT), tuvo lugar un aumento significativo entre los días 80 y 120 pi. 
Además, se sugiere que el daño ocasionado por la migración de los parásitos 
a través del parénquima hepático, detectable en el suero por los niveles de 
AST y de GLDH, podría estar involucrado en el descenso de apetito en 
ovejas en este mismo periodo (Ferre y cols., 1994). 
El incremento de la concentración plasmática de la GLDH, enzima 
mitocondrial de los hepatocitos, indica un proceso agudo reciente, el cual en 
infecciones por F. hepatica coincide con la fase migratoria del parásito, 
descendiendo su concentración cuando los parásitos alcanzan la madurez 
sexual y se localizan en los conductos biliares. Esta enzima es especialmente 
interesante en el estudio de la fasciolosis, ya que es específica del hepatocito, 
con lo cual un incremento en su concentración sérica será indicativo de daño 
a nivel del parénquima hepático, con mínimas interferencias por parte de 
otros procesos coexistentes (Sykes y cols., 1980; Ferre y cols., 1995, 
Raadsma y cols., 2007).  
La concentración plasmática de las enzimas AST, alanina 
aminotransferasa (ALT) y sorbitol deshidrogenasa (SDH) también aumenta 
durante la migración del parásito por el parénquima hepático (Deger y cols., 
2008), aunque dichas enzimas son menos hepatoespecíficas que la GLDH. 
En el trabajo llevado a cabo por Martínez-Moreno y cols. (1999), se 
demostró que el crecimiento y migración de los parásitos es más rápido en 
las infecciones secundarias con F. hepatica en comparación con las 
infecciones primarias. Respecto a los niveles enzimáticos, se comprobó que 
el incremento en los niveles de AST y GLDH ocurre antes y se alcanzan, 
además, valores más elevados en los animales reinfectados. Chauvin y 
colaboradores (1995) también han descrito el mismo fenómeno en las 
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reinfecciones en ovejas y sugieren que se trata de un mecanismo de evasión 
inmune del parásito frente a la reacción hepática, por el cual las larvas 
migrantes en una reinfección son capaces de alcanzar más rápida y 
fácilmente los conductos biliares. La infección secundaria en cabras también 
induce un proceso patológico más marcado, implicando alteraciones 
hematológicas mayores y más duraderas, una severa disfunción hepática 
(indicada por los valores enzimáticos en suero) y lesiones hepáticas 
similares a las observadas en infecciones primarias, pero más extensas y 
severas (Martínez-Moreno y cols., 1997; Pérez y cols., 1998, 1999). En estos 
últimos trabajos citados se comprobó que, tanto en primoinfecciones como 
reinfecciones, en la especie caprina no existía correlación alguna entre la 
carga parasitaria y los niveles séricos de enzimas hepáticas. Estos mismos 
resultados han sido confirmados en ovejas infectadas por F. gigantica 
(Raadsma y cols., 2008). 
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 INMUNOLOGÍA EN LA INFECCIÓN POR F. hepatica. 
2.4.1. Introducción. 
Dado que habitamos en un mundo potencialmente hostil en el que 
existen gran variedad de agentes infecciosos, el sistema inmunitario de los 
animales ha evolucionado de tal manera que puede proporcionar una defensa 
eficaz frente a un amplio espectro de éstos, donde se incluyen: bacterias, 
hongos, protozoos y parásitos; puntualizando que, en el caso concreto de los 
parásitos, más que una lucha eficaz por parte del hospedador se acaba 
instaurando una situación de “tregua incómoda” con el organismo 
hospedador y, en la mayoría de los casos, insatisfactoria (Roitt, 2001). Este 
mecanismo de defensa se denomina respuesta inmunitaria y se divide en dos 
tipos principales: 
• Respuesta inmunitaria natural o innata: Este tipo de 
inmunidad constituye una respuesta rápida e inespecífica frente al 
agente invasor, sin necesitar de un contacto previo con éste. En esta 
respuesta se incluyen las barreras naturales externas, células que 
fagocitan agentes infecciosos (neutrófilos, macrófagos y células 
dendríticas), el sistema del complemento, células implicadas en la 
muerte extracelular (células NK (Natural Killer) y eosinófilos). Este 
tipo de respuesta inmunitaria es fundamental para el reconocimiento 
precoz de los agentes invasores y actúa como una fase previa al 
posterior desarrollo de la respuesta inmunitaria adquirida la cual, a 
su vez, modula y dirige al sistema inmunitario innato (Roitt, 2001). 
• Respuesta inmunitaria adquirida: Debido a que muchos 
agentes infecciosos desarrollan estrategias para evadir la respuesta 
inmunitaria natural o innata, el organismo desarrolla un mecanismo 
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de defensa más específico, aunque más lento, el cual está mediado 
principalmente por linfocitos T y linfocitos B que, a su vez, actúan 
sobre varios elementos del sistema inmunitario (Roitt, 2001). 
2.4.2. Respuesta inmunitaria natural o innata. 
Las barreras defensivas naturales externas, como son la piel, el 
mucus, fluidos secretados por el organismo como el ácido gástrico en el tubo 
digestivo, la lactoperoxidasa en la leche y la lisozima en las lágrimas, son 
sólo un ejemplo del amplio rango y variedad de barreras físicas y de 
sustancias que el organismo produce para evitar la entrada de agentes 
infecciosos. Por lo general, estas barreras físicas son poco efectivas en los 
casos de infecciones por helmintos. Como ejemplo, las cercarías de los 
schistosomas segregan una serie de proteasas que degradan la matriz 
proteica de la piel para poder así entrar fácilmente (Dalton y Brindley, 
1997). En el caso de F. hepatica, el mecanismo de desenquistamiento de 
metacercarias es un proceso activo que tiene lugar en el aparato digestivo y 
que consta de dos fases: primero, la activación tiene lugar con la exposición 
a altas concentraciones de dióxido de carbono, condiciones reductoras y una 
temperatura de alrededor de 39ºC. En la segunda fase (fase de emergencia), 
las metacercarias necesitan contacto con la bilis del hospedador para 
desenquistarse y finalmente emerger (Dixon, 1966). 
Si el patógeno consigue superar estas primeras barreras fisiológicas 
y penetra en el organismo, entran en juego dos acciones defensivas por parte 
de éste: la acción destructiva mediante factores químicos solubles, tales 
como sustancias bactericidas o citocidas y el mecanismo de fagocitosis 
(Roitt, 2001). 
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El sistema del complemento constituye uno de estos mecanismos 
defensivos con moléculas solubles y está formado por una veintena de 
proteínas que actúan como una cascada enzimática. Su activación resulta en 
una serie de productos capaces de lisar el agente invasor por ataque directo, 
formando poros en sus membranas. Además, la activación del sistema del 
complemento induce una respuesta inflamatoria y provoca la opsonización 
del agente, permitiendo su posterior fagocitosis por medio de granulocitos y 
macrófagos (Roitt, 2001). 
El neutrófilo y el macrófago son las dos células fagocíticas por 
excelencia. El neutrófilo es una célula más pequeña que el macrófago, 
siendo el glóbulo blanco que más predomina en el torrente sanguíneo. Posee 
un núcleo multilobulado y una serie de gránulos con potente actividad 
antimicrobiana (Roitt, 2001). El macrófago deriva de promonocitos de la 
médula ósea los cuales, después de diferenciarse en monocitos sanguíneos, 
se acaban localizando en los diferentes tejidos del organismo como 
macrófagos maduros donde constituyen el sistema mononuclear fagocítico. 
Tienen un núcleo ovoide y están presentes en el tejido conectivo, alrededor 
de la membrana basal de pequeños vasos sanguíneos y en el pulmón 
(macrófagos alveolares), hígado (células de Kupffer), en los sinusoides 
esplénicos y en la médula de los nódulos linfáticos, donde se localizan de 
manera estratégica para eliminar y filtrar material extraño (Roitt, 2001). 
Ambos tipos celulares pueden liberar sustancias que actúan 
directamente contra el agente invasor (sustancias citocidas) y actuar como 
células fagocíticas y producir determinados reactivos derivados del óxido 
nítrico (NO/Nitric Oxide) o especies activas de oxígeno: peróxido de 
hidrógeno y sus derivados (Roitt, 2001; Piedrafita y cols., 2007). Un estudio 
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llevado a cabo en cabras por Martínez-Moreno y colaboradores (2000), 
demostró una deficiente respuesta fagocítica por parte de los neutrófilos en 
animales infectados con F. hepatica comparada con los animales control y, 
además, dicha respuesta estuvo correlacionada con la carga parasitaria. 
Las células fagocíticas poseen en su superficie un sistema de 
receptores capaces de reconocer determinados patrones moleculares que son 
comunes en un amplio rango de agentes infecciosos y que sirven también 
para diferenciar de lo propio. Estos receptores de reconocimiento de 
patrones (PRR-Pattern recognition receptor) reconocen patrones 
moleculares asociados a patógenos (PAMPs-Pathogen-associated 
molecular patterns) en los cuales se incluyen carbohidratos bacterianos o 
ácidos nucleicos. Mediante este mecanismo, se puede destruir directamente 
al agente, sin necesidad de una respuesta inmunitaria más elaborada y tardía 
(Roitt, 2001). 
Los macrófagos poseen este tipo de receptores en su superficie y son 
capaces de reconocer la membrana externa de las bacterias Gram negativas. 
La estimulación de este receptor induce la síntesis por parte de los 
macrófagos de señales químicas o citoquinas, tales como las interleuquinas: 
IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 y el factor de necrosis tumoral (TNF), las cuales 
estimularán eventualmente el crecimiento de células colaboradoras o T-
helper (Th) que orquestarán una respuesta inmune adquirida de tipo Th1. En 
el trabajo llevado a cabo por Mulcahy y colaboradores (1999), la 
inmunización con catepsinas procedentes de F. hepatica ha demostrado 
reducir la carga parasitaria en terneros, estando esta protección relacionada 
con una respuesta de tipo Th1. 
Tesis Doctoral  Mª Teresa Ruiz Campillo 
82 | P á g i n a  
 
El desarrollo del concepto de activación del macrófago, las clases de 
activación y el papel de los macrófagos en las infecciones por helmintos y 
por F. hepatica vienen detallados en las secciones pertenecientes al apartado 
2.5. de la Revisión bibliográfica de la presente Tesis Doctoral. 
Las células dendríticas (CDs), juegan un papel fundamental en la 
regulación de la respuesta inmunitaria. Representan las principales células 
presentadoras de antígeno (CPAs), por su capacidad para capturar, procesar 
y presentar antígenos de forma óptima a linfocitos T, además de generar 
respuestas inmunitarias específicas. Mediante recientes estudios se ha 
podido corroborar que estas células también son capaces de activar otros 
tipos celulares, como los linfocitos B, células NK, macrófagos o eosinófilos 
e, incluso, generar tolerancia inmunológica (Vázquez y cols., 2011). Las 
CDs residen mayoritariamente en nódulos linfáticos, aunque 
transitoriamente pueden estar presentes en órganos no linfoides. Además, 
poseen receptores de manosa similares a los de los macrófagos, los cuales 
sirven para reconocer e interiorizar glicoconjugados de microorganismos. 
Mientras que el mecanismo por el cual las CDs activadas 
interaccionan con patógenos como virus, bacterias y protozoos es bien 
conocido, aún quedan muchas incógnitas por resolver sobre cómo estas 
células reaccionan antes organismos más complejos, como son los parásitos 
helmintos. En un principio se formuló la hipótesis de que los parásitos 
helmintos impedían la activación de las CDs. Sin embargo, se ha demostrado 
que los productos de excreción-secreción de helmintos (Balic y cols., 2004) 
y la exposición al parásito helminto Schistosoma mansoni hacen madurar 
selectiva y activamente las CDs, las cuales actúan como potentes 
presentadoras de antígenos y son capaces de generar una fuerte respuesta 
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inmunitaria de tipo Th2 (Jenkins y Mountford, 2005; Perona-Wright y cols., 
2006). 
Aunque se ha descrito que F. hepatica no produce lesiones 
considerables a niveles tanto intestinal como peritoneal, se ha demostrado 
que los parásitos claramente inducen una “presencia inmunológica”, ya que 
la composición celular del líquido peritoneal cambia con el curso de la 
infección, consistiendo principalmente en la infiltración de un gran número 
de células inmunitarias tales como linfocitos, macrófagos y, especialmente, 
eosinófilos (Zafra y cols., 2013a y b; Escamilla y cols., 2017). 
Los mastocitos o células cebadas son células que están relacionadas 
con reacciones de hipersensibilización y alérgicas. Un estudio realizado por 
Vukman y colaboradores (2013) describe que el número de mastocitos 
aumenta tanto en la cavidad peritoneal como en los hígados de ratones 
infectados experimentalmente con F. hepatica. Sin embargo, la función de 
estos mastocitos no está realmente definida ni hay evidencia de que sea 
protectora en ratas (Van Milligen y cols., 1998). Estas células inflamatorias 
residen en tejidos que responden ante la activación tanto del sistema 
inmunitario innato como del adquirido produciendo y liberando diferentes 
mediadores inflamatorios presentes en sus gránulos citoplasmáticos 
(histamina, proteasas, carboxipeptidasas y proteoglicanos) y son también 
capaces de sintetizar prostaglandinas, leucotrienos y determinadas 
citoquinas como el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-α) o interleuquina 
4 (IL-4) (Prussin y Metcalfe, 2003). Además, son capaces de liberar 
determinadas sustancias activas contra los parásitos al unirse los complejos 
antígeno parasitario-IgE con sus receptores de IgE de alta afinidad (Gurish 
y cols., 2004; Yoshimoto y Nakanishi, 2006). Se estima que su papel es más 
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determinante en estadios iniciales de la infección con F. hepatica (Doy y 
cols., 1981; Wicki y cols., 1991; Van Milligen y cols., 1998). Sin embargo, 
en bovinos se ha descrito que, tras la infección con este parásito, existe 
escasa evidencia del incremento en el porcentaje de mastocitos (McCole y 
cols., 1998; Bossaert y cols., 2000), mientras que en la infección con F. 
gigantica en búfalos se ha establecido que existe un incremento en el 
número de mastocitos en el infiltrado inflamatorio hepático (Molina y 
Skerratt, 2005). 
Existe un subtipo de células cebadas que reciben el nombre de 
leucocitos globulares, los cuales son un tipo de células inflamatorias cuya 
presencia se ha descrito principalmente a nivel interepitelial. Los niveles de 
este tipo celular aumentan en respuesta a infecciones por helmintos (Miller 
y cols., 1971; Vogel y cols., 2018), pudiendo estar relacionados con la 
disminución de los procesos de inflamación y sugiriendo que estas células 
podrían jugar un importante papel en la moderación de la patología inducida 
por helmintos (Vogel y cols., 2018). Parece que la aparición de este tipo 
celular puede estar relacionada con una exposición prolongada a antígenos, 
alterando la estructura granular de los mastocitos y dando lugar a los 
leucocitos globulares (Huntley y cols., 1984). En la especie caprina se ha 
descrito que los leucocitos globulares expresan receptores tipo γδ, los cuales 
son característicos de determinados linfocitos (Konno y cols., 1995). 
Se ha descrito que, en respuesta a antígenos tipo proteasas, se puede 
inducir la degranulación de mastocitos y basófilos para secretar IL-4 y 
promover así la diferenciación de la respuesta Th2 (Sokol y cols., 2008). 
Con respecto a los niveles de basófilos en animales infectados con F. 
hepatica, se ha demostrado que éstos aumentan en ciervos infectados con el 
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parásito (Vengušt y cols., 2003) y en la sangre circulante de ratas aumenta a 
partir de la 2ª semana de infección con F. hepatica (Poitou y cols., 1993). 
En células cebadas peritoneales de ratas también se ha descrito activación y 
degranulación al ser incubadas con péptidos sintéticos del tegumento de F. 
hepatica (Trudgett y cols., 2003). También se ha descrito presencia de 
células cebadas en lesiones hepáticas de terneros en fases crónicas de la 
infección con F. hepatica (Bossaert y cols., 2000). 
Las células NK (Natural Killer) presentan receptores en su 
superficie que pueden reconocer al agente invasor y provocar su citolisis 
(Fearon y Locksley, 1996). Jedlina y colaboradores (2011), señalan que las 
células NK citotóxicas aumentan en el líquido peritoneal de ratas infectadas 
con F. hepatica desde el 2º día post-infección (dpi). Sin embargo, a partir de 
los 4 dpi éstas tienden a decrecer, lo cual podría indicar un cambio de células 
NK citotóxicas a una repuesta de células NK reguladoras. En lo que respecta 
al hígado, las células NK se distribuyen de manera homogénea por todo el 
parénquima hepático en rata. Sin embargo, aunque después de la infección 
con F. hepatica, el número de estas células no varía, tienden a distribuirse 
alrededor de las venas centrolobulillares de los espacios porta. Las células 
NK pueden ser otra fuente de producción de IFN-γ y podrían no estar 
asociadas con los eventos relacionados con la formación de los granulomas 
en la infección por F. hepatica (Tliba y cols., 2002). 
Dado que los helmintos constituyen parásitos de gran tamaño y no 
pueden ser fagocitados, se produce la intervención de un sistema de 
destrucción extracelular en el que participan los eosinófilos. Los eosinófilos 
son células polimorfonucleares con gránulos caracterizados por su afinidad 
por colorantes ácidos (Butterworth y David, 1981; Gleich y Loegering, 
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1984) y se caracterizan por estar presentes en episodios alérgicos y en 
respuestas inflamatorias frente a parásitos helmintos.  
Los eosinófilos están involucrados en la homeostasis tisular, 
modulación de la respuesta inmunitaria adaptativa y en la inmunidad innata 
frente a ciertos microbios y cambios patológicos en desórdenes alérgicos. 
Las funciones de los eosinófilos incluyen: movimiento hacia áreas de 
inflamación, capturar sustancias, matar células, actividad antiparasitaria y 
antibacteriana, participar y mediar en reacciones alérgicas y modular 
respuestas inflamatorias. Los eosinófilos tienen receptores de superficie 
para el componente C3b del complemento y, al activarse dichos receptores, 
son capaces de generar metabolitos de oxígeno activo. Además, ciertos 
compuestos presentes en sus gránulos son capaces de provocar daños a nivel 
de la membrana del agente invasor (Kita, 2013).  
La eosinofilia es uno de los cambios hematológicos más comunes en 
infecciones por F. hepatica, aunque no se ha correlacionado con protección 
(Raadsma y cols., 2007). Tanto los eosinófilos como los macrófagos han 
demostrado un importante papel de citotoxicidad celular mediada por 
anticuerpos en ratas contra F. hepatica (Van Milligen y cols., 1998, 
Piedrafita y cols., 2007). En oveja también se ha demostrado que los 
eosinófilos juegan un papel clave en la respuesta protectora frente a 
Fasciola. Así, los eosinófilos aislados de glándula mamaria de ovejas de 
Indonesia de cola corta resistentes a F. gigantica, e infectadas con dicha 
especie de Fasciola, eran capaces de matar larvas de F. gigantica cuando 
eran incubados en su presencia y con suero de ovejas infectadas, pero no 
eran capaces de matar larvas de F. hepatica,a la cual son sensibles dicha 
raza ovina (Piedrafita y cols., 2007).   
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Parece ser que, dentro de los mecanismos de modulación de la 
respuesta inmune de F. hepatica, está la capacidad que tiene éste de inducir 
apoptosis en leucocitos del líquido peritoneal en estadios tempranos de la 
enfermedad, entre ellos en eosinófilos y macrófagos (Escamilla y cols., 
2017; Guasconi y cols., 2012; Serradell y cols., 2007). 
2.4.3.  Respuesta inmunitaria adquirida o adaptativa. 
La respuesta inmunitaria adquirida está mediada principalmente por 
dos poblaciones de linfocitos: los linfocitos B, responsables de la inmunidad 
humoral y los linfocitos T, responsables de la inmunidad celular. En 
comparación con el sistema inmunitario innato, el sistema inmunitario 
adquirido se caracteriza por presentar especificidad, memoria y capacidad 
para discriminar entre antígenos propios y extraños (Roitt, 2001). 
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2.4.3.1. Inmunidad humoral (Linfocitos B). 
Los linfocitos B se originan a partir de células hematopoyéticas de 
la médula ósea y poseen un receptor tipo inmunoglobulina, el cual le permite 
unirse al antígeno. Después del proceso de unión antígeno-receptor, el 
complejo es internalizado y el antígeno es procesado mediante escisión 
proteolítica en los endosomas. Los péptidos resultantes se unen a moléculas 
del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC-II/Major 
histocompatibility complex) formando un complejo que es transportado a la 
superficie celular para ser “presentado”. Las moléculas del MHC-II se 
encuentran sólo en las CPAs, tales como las células dendríticas, fagocitos 
mononucleares, algunas células endoteliales, células epiteliales del timo y 
los propios linfocitos B. Al localizarse el complejo formado por el péptido 
derivado del procesamiento del antígeno junto con el MHC-II en la 
superficie del linfocito B, es reconocido por linfocitos T activados (Th), que 
segregan citoquinas que inducen a los linfocitos B a migrar a los folículos 
primarios de los nódulos linfáticos, dando así lugar a la aparición de los 
centros germinales, donde se acumulan en las extensas prolongaciones 
celulares de las células dendríticas foliculares. Éstas tienen la importante 
función de seleccionar las células B en los centros germinales, de manera 
que sólo aquéllas que tengan un receptor BCR de alta afinidad y no 
autorreactivo, serán capaces de unirse a las células dendríticas foliculares y, 
por tanto, serán seleccionadas de manera positiva, mientras que las que 
presenten baja afinidad, morirán por apoptosis (Nierop y Groot, 2002). 
Tanto las células dendríticas foliculares como los linfocitos T 
activados inducen a estos linfocitos B a diferenciarse en dos tipos de células 
diferentes:  
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i) Células plasmáticas: Capaces de producir inmunoglobulinas 
(Igs) que son capaces de unirse al epítopo antigénico que 
originariamente se unió al receptor del linfocito B (Park y cols., 
2004). 
ii) Células de memoria: las cuales son capaces de reconocer el 
antígeno y proliferar y acelerar las respuestas inmunes futuras 
frente al mismo tipo de antígeno (Clark y Ledbetter, 1994). 
De las diferentes clases de Igs que existen, cabría destacar la 
inmunoglobulina M (IgM), la cual se produce en infecciones primarias 
tempranas ya que, aunque sus múltiples sitios de unión tengan una baja 
especificidad, son capaces de atrapar organismos infecciosos. Esta 
inmunoglobulina también es muy importante en la activación del sistema de 
complemento por la vía clásica. Cuando la respuesta inmune continúa en el 
tiempo, FDC y linfocitos T inducen a los linfocitos B a cambiar la 
producción de IgM por IgG. En humanos, la IgG está compuesta por varias 
subclases: IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. 
Tanto la IgG1 como la IgG3 son particularmente efectivas en activar 
el sistema de complemento y en mediar las actividades de fagocitosis y de 
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. En infecciones por 
helmintos y en enfermedades alérgicas, IgG4 podría desempeñar un papel 
inmunomodulador ya que interfiere con la activación del sistema del 
complemento y bloquea la actividad de IgE. La IgE está presente en 
concentraciones bajas en suero y también se han descrito receptores de tipo 
FcƐ en células cebadas para este tipo de inmunoglobulina, además de en 
eosinófilos, macrófagos y plaquetas, y podrían considerarse importantes en 
mediar la eliminación de parásitos helmintos vía IgE dependiente 
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(Butterworth, 1984; Hagan, 1993). La IgA parece estar implicada en la 
inmunidad a nivel de mucosas como la de los aparatos digestivo y 
respiratorio. 
Los rumiantes, incluidos ovino y bovino, también poseen IgM, IgG, 
IgA e IgE, además de las subclases de IgG: IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 
(Musoke y cols., 1986). 
La infección con F. hepatica se caracteriza por un aumento en la IgG 
específica del parásito, la cual normalmente es detectable a las 4 spi y 
adquiere un pico máximo entre la 8ª y la 10ª spi (Salimi-Bejestani y cols., 
2005; Martínez-Pérez y cols., 2014). De manera concreta, en la cabra los 
niveles de IgG específicas anti-FhESP comienzan a ascender en la 2ª spi 
después de la infección experimental con F. hepatica y se mantienen hasta 
la semana 20 (Buffoni y cols., 2010). 
Diversos estudios se han llevado a cabo para determinar la cinética 
que siguen los linfocitos B en la fasciolosis.  En el trabajo publicado por 
Chung y colaboradores (2012), se describe un acúmulo de linfocitos B 
CD19+ en el bazo de ratones infectados con F. hepatica en la 1ª spi. Zafra 
y colaboradores (2010) describieron que tanto las cabras infectadas con F. 
hepatica como las infectadas y vacunadas mostraron una respuesta 
inmunitaria caracterizada por la infiltración de linfocitos T CD4+ y CD8+ y 
células plasmáticas IgG (+) en lesiones hepáticas y en la corteza de nódulos 
linfáticos hepáticos. De manera similar, también se produce un infiltrado de 
células plasmáticas en los hígados de búfalos y terneros infectados 
experimentalmente con Fasciola gigantica (F. gigantica) (Molina y 
Skerratt, 2005). En bovinos infectados experimentalmente con F. hepatica, 
también se ha descrito una producción temprana de IL-4, así como la 
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producción continuada de IgG1, las cuales hacen que la respuesta 
inmunitaria se torne en Th2 de manera crónica (Flynn y Mulcahy, 2008). En 
el caso de ovejas infectadas con F. hepatica, se describió un incremento del 
11% en el número de linfocitos B reclutados a nivel de nódulos linfáticos 
hepáticos (Meeusen y cols., 1995). En el caso de las ratas, se produce un 
incremento general de IgG1, IgG2 y de IgE durante las 10 primeras spi y 
sólo se observa un descenso de IgM (Poitou y cols., 1993), mientras que en 
un periodo de tiempo más prolongado (7-12 semanas) tan sólo la IgG1 y la 
IgG2 se mantuvieron por encima de niveles basales (Gironès y cols., 2007). 
Se ha demostrado que, en bovino, el balance de isotipos de IgG es a favor 
de IgG1 sobre IgG2 en la infección con F. hepatica, a pesar de que tanto en 
bovino como en ovino el isotipo IgG2 se asocia con la expresión de 
resistencia o protección contra la infección (Golden y cols., 2010, Pleasance 
y cols., 2011). Fu y colaboradores (2016) hipotetizan que este sesgo de 
isotipo en ovejas es atribuible al efecto de atenunate que tienen las 
interleuquinas IL-18 e IL-12 sobre las células B. La IgG2a parece ser la 
responsable, junto con los eosinófilos, en mediar la citotoxicidad celular 
mediada por anticuerpos en ratas (Van Milligen y cols., 1998), mientras que 
en bovino, la protección asociada a la vacunación experimental se basa en 
una elevada IgG2a. En ovinos vacunados y sin protección significativa se 
ha observado unos valores más elevados de IgG1 que de IgG2 específicas 
para los antígenos vacunales (Buffoni y cols., 2012), mientras que en ovinos 
(Maggioli y cols. 2011, Villa Mancera y Méndez-Mendoza, 2012) y 
caprinos (Villa Mancera y cols., 2014) vacunados y con protección 
significativa se han observado niveles elevados tanto de IgG1 como de IgG2 
específicas, lo que indicaría una respuesta mista Th1/Th2.  
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2.4.3.2. Inmunidad celular (Linfocitos T). 
Los linfocitos T, al igual que los linfocitos B, derivan de células 
hematopoyéticas de la médula ósea pero, a diferencia de éstos, primero 
deben madurar en el timo antes de migrar hacia el bazo y los nódulos 
linfáticos. En su superficie poseen el denominado receptor de antígeno de 
linfocitos T (TCR/T cell receptor), el cual es capaz de reconocer antígenos 
peptídicos unidos a MHC (Roitt, 2001). El receptor TCR es una proteína 
heterodimérica que puede estar compuesta por cadenas αβ (TCR-2) o bien 
por cadenas γδ (TCR-1) y permite a los linfocitos T reconocer una gama 
muy amplia de anticuerpos (Mulcahy y cols., 1999; Roitt, 2001). 
2.4.3.2.1. Linfocitos Tαβ+ o TCR-2. 
Los linfocitos TCR-2, dependiendo de la función que realizan, se 
subdividen a su vez en linfocitos T citotóxicos (Tc), los cuales expresan el 
marcador CD8 en su superficie, y los linfocitos T colaboradores (Th), 
caracterizados por expresar el receptor CD4, y linfocitos T reguladores 
(Tregs), que son CD4+ CD25+. 
Los linfocitos Tc CD8+ son efectivos en la eliminación de virus, 
bacterias o células del hospedador infectadas por protozoos y células 
tumorales vía contacto directo célula-célula y liberando el compuesto tóxico 
llamado perforina, además de radicales de oxígeno, como son el peróxido 
de hidrógeno, el radical hidroxilo y el oxígeno singlete. Los antígenos 
procedentes del agente infeccioso intracelular son procesados en los 
endosomas y presentados en asociación con moléculas del MHC-I por los 
TCR en los linfocitos Tc CD8+ y, este proceso inicia la eliminación del 
agente. Por lo general, los linfocitos Tc no son capaces de mediar la 
eliminación de parásitos eucarióticos extracelulares, como son los 
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helmintos. Los linfocitos Th CD4+, por su parte, ayudan en la proliferación 
de los linfocitos B y en la secreción de anticuerpos por parte de estos, 
actividad mediada por MHC-II (Mulcahy y cols., 1999). 
Existe una población de linfocitos denominada linfocitos T 
reguladores (Tregs), los cuales expresan predominantemente CD4+ y puede 
presentar en su superficie la cadena IL-2Rα o expresar el factor de 
transcripción de FoxP3, o ambos (Gavin y cols., 2007).  
Estos linfocitos pueden resultar, en ocasiones, beneficiosos para el 
hospedador, ya que permiten una disminución de la inmunopatología 
asociada a enfermedades autoinmunitarias, así como a la sensibilidad a 
determinados patógenos (Belkaid y Tarbell 2009). 
2.4.3.2.1.1. Subtipos de linfocitos T colaboradores (Th1, Th2 y Th17) 
y su papel en infecciones por helmintos y por F. hepatica. 
Durante la década de 1980 se profundizó en el conocimiento de la 
funcionalidad de los linfocitos T y se identificaron 2 tipos de respuestas 
colaboradoras atendiendo al perfil de citoquinas que producían (Mossman y 
cols, 1986; Mossman y Coffman, 1989a y b): la respuesta Th1, la cual es 
altamente efectiva en la eliminación de patógenos intracelulares, y la 
respuesta Th2, de gran importancia en la eliminación de microorganismos 
extracelulares y parásitos (Abbas y cols., 1996). Los linfocitos Th1 son 
secretores de interferón gamma (IFN-γ) e IL-2 y los Th2 liberan IL-4 e IL-
13 (Mossman y Coffman, 1989b). 
Recientemente, se ha descubierto un tercer tipo de células 
colaboradoras llamadas Th17, cuya identificación surgió tras comprobar que 
las células T tratadas con péptidos microbianos en presencia de Borrelia 
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burgdorferi (el agente de la enfermedad de Lyme) producían IL-17, pero a 
esta citocina no la elaboran las Th1 ni las Th2, lo que implica la existencia 
de un nuevo subgrupo de linfocitos T (CD4+) que secretan IL-17 y que 
coordinan la respuesta inmune de un modo diferente a las Th1 o a las Th2 
(Infante-Duarte y cols., 2000). Estas células Th17 desempeñan un papel 
fundamental en la respuesta contra bacterias de crecimiento extracelular y 
hongos. Asimismo, se ha descrito para ellas un efecto proinflamatorio que 
les permite hacer de puente entre la inmunidad innata y la inmunidad 
adaptativa (Betelli y cols., 2007; Matsuzaki y cols., 2007). 
• Linfocitos Th1: Los macrófagos también pueden estimular a la 
diferenciación de los linfocitos T mediante la presentación de los 
antígenos-MHC-II en su superficie, induciendo a estos últimos y a 
las CDs a liberar IL-2, la cual en combinación con IL-15 procedente 
de los macrófagos activados, estimula a las células NK a producir 
IFN-γ el cual, a su vez, puede aumentar la producción de IL-12 
mediante la estimulación de receptores de IL-12 en linfocitos T y en 
células NK (Trinchieri y cols., 2003; Martín-Fontecha y cols., 2004). 
De esta manera, se establece un feedback positivo en el que se 
amplifican los niveles de IFN-γ, que activan macrófagos, y de IL-12 
y IL-18, los cuales activan linfocitos Th1 y NK y, eventualmente, 
lleva a una respuesta inmunitaria de tipo Th1 (Fearon y Locksley, 
1996; Bohn y cols, 1998). Este tipo de eliminación de patógenos por 
medio de macrófagos activados en el que no median anticuerpos, 
está asociado con la inmunidad mediada por células frente a 
organismos intracelulares tales como ciertos virus, bacterias y 
protozoos, aunque puede ser también efectiva contra organismos 
extracelulares como helmintos. Es el caso del trabajo publicado por 
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James y colaboradores (1982), el número de leucocitos peritoneales 
aumentó de forma dramática en ratones infectados de forma 
experimental con Schistosoma mansoni, estando estos representados 
en un 65% por macrófagos y exhibiendo estos últimos una actividad 
tumoricida no específica y significativa in vitro.  
• Linfocitos Th2: Los tipos celulares y las citoquinas involucrados en 
la diferenciación de las células Th2 no están bien definidos. Se ha 
establecido que la IL-4 es esencial para la diferenciación de las 
células de Th2, (Mowen y Glimcher, 2004), aunque la fuente de esta 
citoquina es aún incierta. Sin embargo, se ha establecido que 
probablemente se produzca por parte de macrófagos y de algunas 
células T que se estimulen vía linfocitos Tγδ+ intraepiteliales, que 
son capaces de liberar citoquinas ante determinados estímulos 
(Fearon y Locksley, 1996; Ferrick y cols., 2000). Los linfocitos Th2 
promueven un tipo de respuesta inmunitaria denominada respuesta 
inmunitaria de tipo Th2, en la que se producen las citoquinas IL-4, 
IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 las cuales, a su vez, promueven la 
proliferación de linfocitos B y la secreción de IgA, IgG e IgE. 
Además, intervienen en la activación de las células cebadas y de los 
eosinófilos. Los eosinófilos se unen a la superficie del parásito por 
medio de anticuerpo, concretamente de IgE, de manera que pueden 
activarse y liberar componentes catiónicos altamente tóxicos. Las 
respuestas colaboradoras de tipo Th2 son de gran importancia en la 
eliminación de microorganismos extracelulares y parásitos (Abbas y 
cols., 1996). 
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• Linfocitos Th17: La diferenciación de células Th17 está mediada por 
IL-23 producida por las CDs, entre otras citoquinas, como la IL-6 
(Acosta-Rodríguez y cols., 2007; LeibundGut-Landmann y cols., 
2007). La IL-23 es una citoquina proinflamatoria compuesta por las 
subunidades p19 y p40, siendo esta última compartida con la IL-12. 
Ambas interleuquinas tienen diferentes receptores y efectos. 
Mientras que la IL-12 induce el desarrollo de las células Th1, la IL-
23 induce la diferenciación de células T CD4+ en células Th17 en 
un contexto proinflamatorio y, especialmente, en la presencia de 
TGF-β e IL-6. Estas células Th17 producen IL-17, IL-17F, IL-6, y 
TNF-α, pero no IFN-γ e IL-4. Los macrófagos inflamatorios se 
activan mediante IL-23 para producir IL-1, TNF-α, e IL-23 (Duvallet 
y cols., 2011; Iwakura e Ishigame, 2006). Se ha demostrado que si 
se bloquea la producción de IL-23 o de IL-17 e IL-6, pero no de IL-
12/IFN-γ, se suprime de manera significativa el desarrollo de 
enfermedades crónicas inflamatorias (Iwakura e Ishigame, 2006). La 
exposición de CDs al parásito F. hepatica ha resultado en una 
reducción de los niveles de IL-23. (Dowling y cols., 2010). Sin 
embargo, los huevos de helmintos de schistosoma, inducen una 
inflamación granulomatosa hepática grave que es impulsada por 
células Th17, que han sido estimuladas a su vez por IL-1β e IL-23 
producidas por CDs (Kalantari y cols., 2018). 
Tanto la respuesta Th1 como la Th2 se encuentran fuertemente 
asociadas proporcionando inmunidad frente a helmintos, sin embargo, 
decrece la resistencia frente a micobacterias y otros organismos 
intracelulares (Tizard, 2012). Se ha establecido que estos dos tipos de 
respuestas tienden a regularse de forma negativa una respecto a la otra 
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mediante la acción de citoquinas. Concretamente, parece ser que la citoquina 
INF-γ, propia de la respuesta Th1, inhibe las respuestas de tipo Th2. De la 
misma manera, las citoquinas IL-4, IL-10 e IL-13 pueden inhibir los efectos 
de INF-γ y el desarrollo de respuestas Th1. En el caso de algunas infecciones 
por parásitos, se ha demostrado que el estímulo de una respuesta Th2 puede 
suprimir la respuesta Th1 (la cual potencialmente daña el tejido) (Pritchard 
y cols., 1997). 
Las infecciones por helmintos se caracterizan por inducir una 
respuesta inmunitaria de tipo Th2 con producción de IL-4 sobre IFN-γ, 
ofreciendo protección y estando relacionada con descensos en las cargas 
parasitarias, así como en la severidad de la parasitosis (Pleasance y cols., 
2011). La mayoría de las infecciones por nematodos siguen este escenario, 
sin embargo, en el caso de las infecciones con trematodos, como es el caso 
de S. mansoni, ambas respuestas Th1 y Th2 se han asociado con la 
protección (Dessein y cols., 2004; McManus y Loukas, 2008).  
El hecho de que determinados helmintos provoquen una respuesta 
inmunitaria Th2, de la cual a su vez son capaces de protegerse, está 
relacionado con la evasión de los mecanismos defensivos potencialmente 
tóxicos dependientes de una respuesta Th1 (Finkelman y cols., 1991; Pearce 
y Sher, 1991; Allen y Maizels, 1997). Como un claro ejemplo de mecanismo 
dependiente de una respuesta inmunitaria de tipo Th1 que se muestra eficaz 
frente a los procesos parasitarios, cabría destacar la acción citotóxica 
realizada por los macrófagos. Estas células, una vez activadas por la acción 
de diferentes citoquinas, intervienen como células efectoras en la inmunidad 
protectora frente a un amplio rango de parásitos protozoarios y helmintos 
(Mulcahy y cols., 1999). Sin embargo, se ha demostrado que, durante la 
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migración de las formas juveniles de F. hepatica a través del intestino y 
peritoneo hacia el hígado, no se induce un efecto citotóxico de los 
macrófagos in vitro (Piedrafita y cols., 2007). 
En el caso de la fasciolasis, se ha demostrado que en las fases de 
infección temprana (en el ámbito tisular o biliar), F. hepatica produce una 
potente polarización hacia una respuesta de tipo Th2 y Treg (células 
reguladoras que controlan la exacerbación de los procesos inflamatorios), 
coincidente con una supresión de las citoquinas de Th1 (O’Neill y cols., 
2000 y 2001; Donnelly y cols., 2005; Flynn y cols., 2007; Donnelly y cols., 
2008; Dowling y cols., 2010). Esta respuesta Th2 es incapaz de eliminar o 
de detener al parásito (Mulcahy y cols., 1999), por lo que no supone un 
obstáculo para la migración. El parásito podría polarizar la respuesta del 
hospedador hacia una repuesta Th2 para así defenderse de una Th1, la cual 
podría resultar más eficaz para controlar al parásito (Maizels y Holland, 
1998; Maizels y cols., 2004) pero, aunque exista polarización hacia una 
respuesta Th2, el parásito es capaz de ejercer tal efecto inmunomodulador 
que hace que el hospedador desarrolle una respuesta inmunitaria de tipo no 
protectora, favoreciendo la instauración definitiva y continuada en el tiempo 
en el hospedador (Vukman y cols., 2013; Adams y cols., 2014; Rodríguez y 
cols., 2015). En un estudio de transcriptómica en hígado de animales 
infectados con F. hepatica, se han encontrado genes que intervienen en 
procesos ligados con la regulación de la diferenciación de una respuesta 
inmunitaria de tipo Th2, así como con la activación de los linfocitos B 
(Álvarez-Rojas y cols., 2015). 
Sin embargo, aunque se produce una respuesta de tipo Th2 en la 
infección por F. hepatica, se han detectado niveles bajos o incluso ausentes 
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de la citoquina IL-4. En ratones infectados con este parásito, se detectaron 
bajos niveles de transcripción de IL-4 a los 14 dpi (Donnelly y cols., 2005). 
En el trabajo realizado por Walsh y colaboradores (2009), ratones 
experimentalmente infectados con F. hepatica sufrieron un reclutamiento en 
la cavidad peritoneal de células T CD4 (+), las cuales secretan IL-10, pero 
no IFN-γ o IL-4. Pacheco y colaboradores (2017) analizaron la expresión de 
IL-4 mediante PCR a tiempo real (qPCR) en el hígado y nódulos linfáticos 
de ovejas infectadas con F. hepatica, detectándose que el nivel de ésta 
incrementa a los 9 dpi y, con mayor intensidad, a los 18 dpi. Se ha sugerido 
que la transcripción de IL-4 podría estar inhibida por TGF-β, como se ha 
observado en la infección por N. brasiliensis en ratón, donde el TGF-β 
derivado de los T reguladores contrarresta la expresión de IL-4 (Macey y 
cols., 2010).  
Este ambiente inmunomodulado por F. hepatica induce a la 
diferenciación de células T reguladoras (Walsh y cols., 2009), la activación 
alternativa de macrófagos (Flynn y cols., 2008) y la modulación de la 
actividad de las células dendríticas y de las células cebadas (Hamilton y 
cols., 2009; Falcón y cols., 2010; Vukman y cols., 2013).  
En esta inmunomodulación podrían intervenir diferentes productos. 
Un ejemplo serían los productos de excreción-secreción (ESP), sustancias 
que excreta y secreta F. hepatica (FhESP) y que interactúan con el 
hospedador en un contexto inmunogénico. Algunos de estos ESP consisten 
en proteasas que ayudan a degradar las proteínas del hospedador (Yamasaki 
y cols., 1992; Smith y cols., 1993; Carmona y cols., 1994). Los FhES 
contienen moléculas moduladoras que ayudan al mantenimiento de este 
ambiente inmunomodulado, además de inducir a los macrófagos 
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peritoneales de ratones a cambiar su fenotipo hacia uno de tipo alternativo 
(M2) o regulador (Lund y cols., 2014) o de disminuir la producción de la 
citoquina TNF-α (Bąska y cols., 2017).  
La interacción de los FhESP con los macrófagos se considera crucial 
en etapas tempranas de la infección. En estudios in vitro, se ha demostrado 
que los FhESP podrían inducir a la expresión de un fenotipo M2 y un 
incremento en la actividad de la enzima arginasa en macrófagos peritoneales 
en ratón, caracterizado por la producción de altos niveles de IL-10 y de TGF- 
β y bajos niveles de IL-2 (Donnelly y cols., 2005; Guasconi y cols., 2011). 
Tanto la IL-10 como la TGF- β son importantes en la regulación de las 
respuestas inmunitarias y juegan un papel principal en minimizar la 
patología e inducir fenómenos de reparación tisular en las infecciones por 
helmintos (Belkaid y cols., 2006). Todo esto se traduce en que el parásito 
tiene efectos inmunomoduladores en los macrófagos de manera que esto 
puede constituir un evento crucial en extender la supervivencia del parásito 
en el hospedador (Guasconi y cols., 2011). 
Otra molécula secretada por F. hepatica es la molécula de defensa 
de los helmintos-1 (FhHDM-1/F. hepatica helminth defense molecule-1). 
Cuando esta molécula es administrada en ratones vía parenteral, interactúa 
con los macrófagos, reduciendo su capacidad de producir citoquinas 
inflamatorias, como TNF e IL-6 (Lund y cols., 2016). 
El tegumento externo de F. hepatica (FhTeg) se ha desginado como 
otro mecanismo inmunomodulador del parásito. Éste es secretado cada 2-3 
horas por el parásito, lo cual actúa como una fuente constante de antígeno y 
consiste en una capa activa que está en contacto íntimo con los tejidos y 
fluidos del hospedador (Cameron y cols., 2017). Estudios han demostrado 
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que, a través de la producción y liberación de este FhTeg, F. hepatica 
también libera inmunocomplejos que sirven para evadir la repuesta 
inmunitaria inflamatoria o Th1 del hospedador (Halton, 2004; Mulcahy y 
cols., 1998).  
Parece ser que el FhTeg también podría tener un efecto sobre la 
maduración y función de las CDs y de los mastocitos, pudiendo llegar a 
suprimir la maduración y función de las CDs, suprimiendo respuestas 
inflamatorias (Hamilton y cols., 2009) e induciendo al desarrollo de 
fenotipos que se caracterizan con una producción decreciente del panel de 
citoquinas proinflamatorias y una expresión reducida de marcadores de 
coestimulación, resultando todo esto en una incapacidad de las CDs y los 
mastocitos de estimular y activar a las células T (Adams y cols., 2014). 
En cuanto a la respuesta temprana frente a la fasciolosis, un trabajo 
realizado en ganado vacuno por Clery y Mulcahy (1998), concluyó que la 
infección con F. hepatica daba lugar a una proliferación de linfocitos con 
rápida producción de IFN-γ, lo que era indicativo de un patrón Th1 en las 
fases iniciales del proceso. Si extrapolamos la dicotomía Th1/Th2 que tiene 
lugar en ratones (Pearce y Sher, 1991), la detección de IFN-γ en las primeras 
fases de la infección y su ausencia en infecciones crónicas, demostraría la 
polarización de la respuesta en función del curso de la infección, 
permitiendo la supervivencia de parásito durante las fases crónicas de la 
infección. En del trabajo llevado a cabo por Pacheco y colaboradores (2017), 
se describe una disminución gradual desde el 1 dpi de la citoquina IFN-γ en 
nódulos linfáticos de ovejas infectadas con F. hepatica. 
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2.4.3.2.2. Linfocitos Tγδ+ o TCR-1. 
Los linfocitos Tγδ+ son CD4-/CD8- y representan una pequeña 
población de linfocitos T en la mayoría de los animales. Se le han atribuido 
diversas funciones, como la intervención en la producción de citoquinas, la 
presencación de antígenos y la regulación de la respuesta inmunitaria (Pang 
y cols., 2012; Kabelitz y cols., 2013). Sin embargo, en la especie bovina se 
encuentran ampliamente representados, llegando a constituir más del 60% 
de los linfocitos T en la sangre circulante (Davis y cols., 1996) y pudiendo 
llegar a representar el mayor complejo de células T a este nivel, ya que 
proliferan en respuesta a IL-10, TGF-β y al entrar en contacto con las CPAs 
(Guzmán y cols., 2014). 
Estos linfocitos son escasos en los órganos linfoides periféricos, 
como el bazo o nódulos linfáticos de animales normales. Sin embargo, son 
la población linfoide dominante en los epitelios (Janeway y cols., 1988). Así 
pues, se ha demostrado la existencia de subpoblaciones de estas células en 
superficies epiteliales como la piel, glándula mamaria e intestino (Wyatt y 
cols., 1994; Navarro y cols., 1996; Girardi y cols., 2006). De manera que los 
linfocitos Tγδ+ son los responsables de mantener la vigilancia inmunológica 
a nivel epitelial, monitorizando la integridad de los epitelios mediante el 
reconocimiento y destrucción de aquellas células alteradas, las cuales 
expresan en determinadas ocasiones, como en casos de infecciones y/o 
neoplasia, un tipo molecular específico de MHC-I (Girardi y cols., 2006).  
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 DESARROLLO DEL CONCEPTO DE ACTIVACIÓN DEL 
MACRÓFAGO. 
Los fagocitos mononucleares son producto de un proceso 
denominado monocitopoyesis que comienza con la generación de 
precursores mieloides que, al ser estimulados con el factor estimulador de 
colonias granulocíticas-monocíticas (GM-CSF/Granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor) y el factor estimulador de colonias de macrófago 
(M-CSF/Macrophage colony-stimulating factor) e interactuar con el 
estroma de los órganos hematopoyéticos, dan lugar a los promonoblastos y 
generan la progenie monocito-macrófago (Rutherford y cols., 1993). Los 
monocitos abandonan la médula ósea, entran al torrente sanguíneo y se 
dirigen a los diferentes tejidos por el influjo de quimiocinas. En los tejidos, 
los monocitos se convierten en macrófagos residentes con un fenotipo 
determinado por el ambiente tisular. Esta especialización contribuye al 
desarrollo de su heterogeneidad, la cual se ha definido como la propiedad de 
los macrófagos de expresar amplios rangos de fenotipos morfológicos y 
funcionales (Turpin y López-Berestein, 1993). 
El estudio de los patrones de activación de los macrófagos se ha 
convertido en un tópico de gran impacto en los últimos años. Aunque 
actualmente se habla de diferentes estados de activación, entre los que se 
encuentran el clásico (M1) y el alternativo (M2), no está del todo claro 
cuáles son los inductores, las propiedades funcionales y el repertorio 
molecular de cada uno de estos grupos de macrófagos, ya que las 
definiciones de los diferentes fenómenos asociados a la activación varían 
entre los sistemas experimentales. Sólo hasta hace poco el papel de la 
heterogeneidad y la diferenciación del macrófago ha sido tomado en cuenta 
en la definición de los diferentes fenotipos de activación, con lo cual se ha 
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comenzado a comprender que los macrófagos activados son un grupo de 
células mucho más amplio y versátil, que llevan a cabo distintas funciones, 
resultado de un conjunto de acciones de diferenciación, maduración y 
activación (Duque Correa y Rojas, 2007). 
La activación del macrófago fue descrita inicialmente como un 
“estado alterado” en el cual se presentaba un incremento en la actividad 
bactericida de macrófagos esplénicos de ratones inmunizados e infectados 
con bacterias facultativas intracelulares como Listeria monocytogenes, 
Brucella abortus y Mycobacterium tuberculosis en comparación con los 
macrófagos de ratones no inmunizados (Mackaness, 1962 y 1964). Los 
macrófagos activados, en contraste con los no activados, se caracterizaban 
por los cambios de la membrana plasmática, que incluían un aumento en el 
contenido de colesterol (Kondo y Kanai, 1977), de fosfodiesterasa alcalina 
1 (Cohn, 1978), disminución de la exto-5’ nucleotidasa (Karnovsky y 
Lazdins, 1978) y un incremento en el número de fagolisosomas y vesículas 
endocíticas (North, 1978). Además, en respuesta a la inflamación o a la 
infección microbiana in vivo, o a las linfocinas in vitro, secretaban altas 
cantidades de proteinasas neutras (Gordon, 1976), que incluían el activador 
del plasminógeno, elastasa y colagenasa, presentaban un incremento en las 
actividades de las hidrolasas ácidas (Hard, 1970; Saito y Suter, 1965) y un 
alto consumo de oxígeno durante la fagocitosis (Karnovsky y cols., 1975). 
El descubrimiento de que las células T contribuían a la activación 
del macrófago, y la identificación de INF-γ como la citoquina capaz de 
activar al macrófago (Schreiber, 1984), contribuyó al establecimiento del 
concepto de que la calidad e intensidad de la activación del macrófago 
dependía de la naturaleza de las señales generadas por el inductor y de la 
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citoquina moduladora (Stout y Suttles, 2004). Se sugirió que el predominio 
de células Th1 (productoras de INF-γ e IL-2) o Th2 (productoras de IL-4, 
IL-5 e IL-10), podría favorecer un tipo de activación y la generación de 
subpoblaciones de macrófagos definidas (Rutherford y cols., 1993; Stout, 
1993; Stout y Suttles, 1997 y 2004). 
Sin embargo, el énfasis sobre las funciones inflamatorias y 
citotóxicas de los macrófagos activados mantuvieron la percepción de que 
sólo citoquinas Th1, como INF-γ y TNF-α, promovían la activación del 
macrófago, mientras que las Th2, como IL-4 o IL-10, bloqueaban o revertían 
su inducción, un fenómeno denominado desactivación, requerido para 
limitar las respuestas inflamatorias durante la reparación del tejido (Stout y 
Suttles., 2004; Bogdan y cols., 1991 y 1992). La IL-10 inhibe la producción 
por parte de macrófagos activados de IL-6 y de la liberación de productos 
derivados del oxígeno, por lo tanto, la capacidad de éstos de estimular la 
síntesis de citoquinas por parte de las células Th1 (Fiorentino y cols., 1991; 
Bogdan y cols., 1991). Por otro lado, el TNF-α y los productos derivados 
del oxígeno eran antagonizados por IL-4, IL-10 y TGF-β (Ding y cols., 
1990; Nelson y cols., 1991; Tsunawaki y cols., 1988), por ello estas últimas 
citoquinas fueron denominadas desactivadoras del macrófago.  
Sin embargo, observaciones posteriores demostraron que la IL-4 
inducía la expresión de algunas moléculas MHC-II en monocitos de 
humanos (Becker y Daniel, 1990; Gerrard y cols., 1990) y del antígeno Ia 
de superficie en macrófagos peritoneales murinos (Cao y cols., 1989; 
Crawford y cols., 1987), el cual es requerido para que una célula pueda 
interactuar con las células Th.  
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El macrófago, siendo una de las células más ubicuas y capaz de 
interaccionar con muchas proteínas, está considerado como la principal CPA 
que participa en el reclutamiento de linfocitos T. Los linfocitos B tienen una 
mayor dificultad de internalizar partículas de gran tamaño pero, en estas 
circunstancias, las células B podrían interactuar con las proteínas 
solubilizadas liberadas por los macrófagos (Unanue, 1984). 
El inicio de una respuesta inmunitaria depende de la expresión de 
MHC-II en las membranas de las CPAs. Se ha demostrado que macrófagos 
peritoneales de ratones expuestos a IFN-γ o IL-4 muestran de manera más 
significativa el MHC-II que células control no tratadas (Cao y cols., 1989). 
Ulteriormente, se reportó la inducción de expresión y actividad del receptor 
de la manosa o CD206 en macrófagos peritoneales con IL-4, regulada 
negativamente por el IFN-γ, lo que llevó a proponer que la IL-4 no era 
propiamente desactivadora, sino que estimulaba la expresión de un 
“fenotipo alternativo”, diferente al de los macrófagos activados con IFN-γ y 
LPS (Stein y cols., 1992). 
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Se evidenció que el pretratamiento con IL-4 incrementaba la 
producción de IL-12 y TNF-α en células mononucleares de sangre periférica 
en respuesta a LPS o Staphylococcus aureus (D’Andrea y cols., 1995) y que 
podía regular positivamente quimiocinas o enzimas intracelulares, como es 
el caso de la arginasa, estableciendo un patrón funcional diferente al 
inducido por IFN-γ (Gordon, 2003). 
Los macrófagos son capaces de producir óxido nítrico (NO) luego 
de la estimulación con productos microbianos o con citoquinas. Sin 
embargo, los macrófagos M2 fallan en producir NO en virtud de la 
inducción de la enzima arginasa en lugar de óxido nítrico sintasa inducible 
(iNOS) para el metabolismo del nitrógeno y consecuentemente tienen 
disminuida su capacidad para matar patógenos intracelulares. 
Figura 5. Esquema en el que se ilustran las diferentes formas de activación de 
los macrófagos y las citoquinas y relacionadas con cada una de ellas. 
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Hasta el momento, no se ha consolidado una definición clara de 
activación alternativa debido a que se ha observado que los efectos de IL-4 
en la generación de un fenotipo de macrófago activado alternativamente se 
solapan de manera parcial con los inducidos por IL-13, IL-10, 
glucocorticoides y TGF-β, por lo que algunos autores los consideran como 
activadores alternativos (Goerdt y cols., 1999; Mantovani y cols., 2002; 
Mosser, 2003; Katakura y cols., 2004; Mantovani y cols., 2004). 
Se propuso el uso de M2 como nombre genérico para las formas 
alternativas de activación que, además, comparten propiedades funcionales 
generalmente involucradas en respuestas tipo Th2, como inmunorregulación 
y remodelación de tejido (Mantovani y cols., 2004). 
2.5.1. Papel de los macrófagos M2 en infecciones por helmintos. 
Los macrófagos son una población celular que desempeña 
importantes funciones dentro del sistema inmunitario. Tienen funciones 
homeostáticas que incluyen reparación, modelación y angiogénesis de los 
tejidos y proveen protección al poner en marcha mecanismos inmunitarios 
innatos e iniciar el desarrollo de respuestas inmunitarias específicas a través 
del procesamiento y presentación de antígenos, la expresión de moléculas 
co-estimulatorias y la producción de citoquinas (Turpin y cols., 1993). 
Los macrófagos M2 se observan en una amplia variedad de 
infecciones por helmintos, donde también se incluyen respuestas de tipo 
Th2, como es el caso de infecciones por Schistosoma mansoni (Herbert y 
cols., 2004), Heligmosomoides polygyrus (Anthony y cols., 2006), 
Nippostrongylus brasiliensis (Reece y cols., 2006), Taenia crassiceps 
(Rodríguez-Sosa y cols., 2002), Trichinella spiralis (Dzik y cols., 2004), 
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Fasciola hepatica (Donnelly y cols., 2005), Ascaris suum (Oshiro y cols., 
2005) y parásitos filariales (Nair y cols., 2003).  
Los macrófagos alternativamente activados (M2) presentan varias 
funciones durante las infecciones por helmintos: 
1) Regulación de la respuesta inmunitaria: Diversos estudios han 
sugerido que los macrófagos M2 favorecen la diferenciación de 
respuestas inmunitarias Th2 (Hayashi y cols., 1999; Mantovani y 
cols., 2002). Sin embargo, descubrimientos más recientes in vivo 
indican que, en el contexto de infecciones por helmintos, los 
macrófagos M2 no son esenciales para el desarrollo de las respuestas 
Th2 (Herbert y cols., 2004; Anthony y cols., 2006; Taylor y cols., 
2006). Aunque las infecciones por helmintos varían mucho en 
términos de la interacción que provocan entre las respuestas Th1 y 
Th2, parece ser que los macrófagos M2 están implicados en el 
bloqueo de una respuesta inflamatoria de tipo Th1 más que en la 
inducción de la respuesta Th2 y de las células implicadas en esta 
última. El mecanismo de acción de estos macrófagos no está aún 
esclarecido, sin embargo, parecer ser que actúa de forma IL-10 
independiente (Herbert y cols., 2004; Terrazas y cols., 2005; Taylor 
y cols., 2006). 
2) Reparación tisular: Los helmintos causan daño al migrar a través del 
tejido, liberando a su vez enzimas proteolíticas y se ha estudiado que 
los macrófagos M2 contribuyen con los fenómenos de fibrosis y de 
reparación tisular en heridas (Martin y Leibovich, 2005). Se ha 
descrito la presencia de extensos granulomas, eosinofilia y 
sobreexpresión de genes involucrados en la remodelación tisular en 
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la schistosomiasis en modelo murino (Sandler y cols., 2003). Estos 
fenómenos de formación de granulomas y de infiltración eosinofílica 
también se produce a nivel del hígado en la infección por F. hepatica 
(Dow y cols., 1968). 
3) Eliminación de parásitos y resistencia: Los macrófagos M2 pueden 
liberar ciertos componentes que inducen a una respuesta Th2, 
importante en la eliminación del parásito. En el ejemplo de la 
infección por N. brasiliensis, tiene lugar el reclutamiento de 
eosinófilos al pulmón y peritoneo del hospedador (Voehringer y 
cols., 2007). La quitina es un componente no proteico que poseen 
algunos helmintos y se ha demostrado que media la activación M2 
de macrófagos in vivo, además de la producción de leucotrieno B4, 
el cual es requerido para promover un óptimo reclutamiento de 
células inmunitarias (Reese y cols., 2007). En reinfecciones con el 
nematodo H. polygyrus se ha descrito la eliminación del parásito 
previa infiltración en el lugar de invasión de neutrófilos y 
macrófagos M2 alrededor del parásito, formando un granuloma Th2 
y una banda de células T CD4+ y de células dendríticas CD11c+ 
alrededor de los macrófagos (Gause y cols., 2003). 
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2.5.2. Activación clásica (M1) y alternativa (M2) del macrófago y papel 
en la infección por F. hepatica. 
F. hepatica posee un factor de crecimiento (FhTLM), el cual 
pertenece a la familia de TGF (Rodríguez y cols., 2015) y puede desempeñar 
efectos de desarrollo en el parásito. El FhTLM puede unirse con gran 
afinidad a TGF-β y esto se traduce en el inicio de una serie de 
acontecimientos que producen cambios tanto en fibroblastos como en 
macrófagos. Cuando los PBMCs se estimulan con FhTLM, éstos adoptan un 
perfil fenotípico alternativo o regulador, expresando niveles altos de IL-10, 
arginasa-1 y mostrando niveles bajos de IL-12 y NO. Además, también 
producen la activación del receptor de manosa. El FhTLM también ayuda a 
los NEJs en su invasión del hospedador, reduciendo los niveles de NO en 
los macrófagos (Sulaiman y cols., 2016).  
Además, la interacción de estos FhESP con las células del sistema 
inmunitario innato, como son los macrófagos, es crucial en estadios 
tempranos de la infección. En un estudio llevado a cabo por Guasconi y 
colaboradores (2011), los macrófagos peritoneales de ratones estimulados 
in vitro con FhESP presentaron un incremento en la actividad y expresión 
de la arginasa y altos niveles de producción de TGF-β y de IL-10. Una 
inhibición parcial de los efectos inmunomoduladores se observó cuando los 
macrófagos fueron incubados con un receptor anti-manosa. Estos resultados 
sugieren que el parásito induce efectos inmunorreguladores sobre los 
macrófagos y puede constituir un evento fundamental en la extensión de la 
supervivencia del parásito en el hospedador. 
Experimentos con animales de laboratorio han demostrado el 
reclutamiento y activación de macrófagos M2 tiene lugar en las 24h después 
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de la infección con F. hepatica (Donnelly y cols., 2005, 2008; Adams y 
cols., 2014). Este efecto de inmunomodulación temprana probablemente 
juega un papel crítico para determinar el resultado final de la infección por 
F. hepatica y se desencadena directamente por moléculas (como proteasas 
inhibidoras de proteasas y antioxidantes) secretadas por el parásito y por 
moléculas del hospedador (alarminas) que marcan el tejido dañado para 
estimular los mecanismos de reparación inmune (Dalton y cols., 2013). 
Las proteínas del FhTeg junto con los FhESP, inducen una 
polarización de los macrófagos hacia un fenotipo de activación alternativa o 
M2. Este fenotipo es responsable de mecanismos de reparación tisular por 
parte del hospedador, fibrosis tisular y modulación de la inmunidad 
adaptativa, lo cual suprime una respuesta Th1 inflamatoria y protectora en 
la infección por F. hepatica (Flynn y cols., 2007; Adams y cols., 2014; 
Figueroa-Santiago y cols., 2014).  
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 APLICACIÓN DE LAS TECNOLOGÍAS “ÓMICAS” EN LA 
INFECCIÓN POR F. hepatica. 
2.6.1. Introducción. 
Gracias a las tecnologías ómicas emergentes se están realizando 
grandes avances respecto al entendimiento de la biología de F. hepatica, 
sobre todo en lo relativo a las moléculas que participan en la interacción 
hospedador-parásito. La investigación de estas moléculas, que son 
esenciales en la infección, virulencia y supervivencia a largo plazo del 
parásito en el hospedador definitivo, es un objetivo potencial para el 
descubrimiento de medidas eficaces en el control de la enfermedad. 
Las tecnologías de secuenciación de ácido desoxirribonucleico 
(ADN) han evolucionado de manera rápida durante las últimas décadas, 
comenzando por la metodología tradicional de Sanger usada para obtener el 
primer genoma humano (Lander y cols., 2001; Venter y cols., 2001) a la 
reciente metodología de secuenciación de alto rendimiento como son Roche 
454 e Illumina (Reuter y cols., 2015) que se utilizan hoy en día. Junto con 
estos avances en tecnología, también hay que destacar la mejora en los 
protocolos de rutina para la extracción de ácidos nucleicos (Price y cols., 
2009). Todo esto hace que actualmente sean muchos los proyectos basados 
en la secuenciación, entre los cuales se encuentra la ambiciosa propuesta de 
secuenciar el genoma de 10.000 vertebrados (Genome 10KProject; Koepfli 
y cols., 2015), 5.000 artrópodos (i5K project; Poelchau y cols., 2015) y todas 
las 10.500 especies de pájaros (B10K project; Jarvis, 2016). 
En el área de la parasitología, se inició una colaboración a gran escala 
para secuenciar 50 genomas de helmintos de importancia global tanto en 
medicina humana como en veterinaria (50 Helminth Genomes Project, 
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50HGP; http://www.sanger.ac.uk/science/collaboration/50hgp). Gracias a 
los avances en secuenciación, se superó el número de genomas secuenciados 
bajo esta directiva, de manera que actualmente la base de datos que 
almacena estos genomas, denominada WormBase ParaSite, comprende 134 
genomas, representando a 114 especies (Howe y cols., 2017). Además de 
ser una base de datos que actúa como repositorio central de acceso público 
para la comunidad investigadora, WormBase ParaSite integra todos los 
datos disponibles de genómica y transcriptómica para facilitar la 
comparación de análisis genómicos. 
El hecho de determinar el repertorio de transcripciones expresadas 
por un organismo en una fase particular de su desarrollo, del estadio de 
infección o en respuesta a señales externas, ha evolucionado también con 
los avances en tecnología de secuenciación. Los estudios se centraron 
primero en analizar secuencias parciales, conocidas como marcadores de 
secuencia expresada (ESTs/expressed sequence tags), las cuales son 
pequeñas subsecuencias de una secuencia nucleotídica transcrita 
(codificante de una proteína o no) (Parkinson and Blaxter, 2009). Todo esto 
en conjunto con el análisis en serie de la expresión génica (SAGE/serial 
analysis of gene expression), la cual es una técnica de Biología Molecular 
que permite conocer y cuantificar la expresión de los genes en la célula 
mediante la medición de los ácidos ribonucleicos mensajeros (ARNm) que 
están presentes en ésta en un momento determinado, han facilitado los 
estudios de expresión génica, así como la detección y el análisis de 
transcripciones poco abundantes (Sun y cols., 2004). 
Sin embargo, fue el desarrollo de chips de ADN (DNA microarrays) 
de expresión génica los que iniciaron el análisis de alto rendimiento del 
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transcriptoma y el que todavía se utiliza en la actualidad. Sin embargo, 
debido a que los microarrays sólo detectan genes conocidos inmovilizados 
en los microchips, son menos efectivos para el descubrimiento de genes 
nuevos. Por el contrario, la secuenciación de ARN (RNAseq/sequencing) 
permite el análisis de todas las transcripciones de genes presentes en una 
muestra determinada por lo que, actualmente, ha reemplazado en gran 
medida a los microarrays. 
Toda esta nueva gama emergente de herramientas de secuenciación 
de perfiles transcriptómicos también se ha aplicado a los parásitos 
helmintos. Concretamente, se han generado aproximadamente 508000 ESTs 
de parásitos platelmintos y están almacenados en la base de datos de NCBI: 
dbEST (https://222.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/). La metodología SAGE 
también se ha empleado para el análisis de la expresión génica en diferentes 
estadios de ciclos biológicos (Knox y Skuce, 2005) como el caso del análisis 
de los genes expresados por S. mansoni durante el desarrollo en el 
hospedador mamífero y durante la fase larvaria en el hospedador 
intermediario (Williams y cols., 2007; Taft y cols., 2009). Más 
recientemente, se han completado análisis de RNAseq a gran escala para una 
gran variedad de parásitos platelmintos, algunos de los cuales han sido 
publicados en la página web llamada Helminth.net (Martin y cols., 2015).  
Paralelamente, los avances en tecnología de análisis de proteómica, 
permiten la identificación y caracterización de proteínas complejas 
(Yarmush y Jayaraman, 2002; Brewis y Brennan, 2010). También ha tenido 
lugar un avance en los protocolos de extracción de proteínas, tanto solubles 
como las que están unidas a membrana, y un aumento en la sensibilidad de 
los análisis de proteómica, incluyendo técnicas que no necesitan geles y que 
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basta con pequeñas cantidades de proteínas (microgramos) para poder 
realizarlas (Scherp y cols., 2011). Gracias a la integración de los datos de 
proteómica junto con los de genómica y transcriptómica, el conjunto de 
datos obtenidos puede ser más preciso y proporcionar información tanto 
cualitativa como cuantitativa sobre la expresión de genes y sus productos, 
así como datos relacionados con la existencia de variantes procedentes del 
empalme del ARN o con modificaciones post-translacionales. 
Como se ha detallado anteriormente, la interacción hospedador-
parásito es un fenómeno complejo en el que están involucradas moléculas 
producidas por ambas partes. En el caso de F. hepatica, los FhESP han sido 
investigados en numerosos estudios utilizando herramientas de proteómica 
y los resultados han proporcionado una valiosa fuente de 
inmunomoduladores, agentes diagnósticos y candidatos vacunales que 
pueden ser escogidos a voluntad para investigar con ellos y avanzar en la 
comercialización de bioterapéuticos (Cwiklinski y Dalton, 2018). 
El acceso a las bases de datos de genómica, transcriptómica y 
proteómica proporciona una gran fuente de información acerca del parásito 
helminto F. hepatica y nos permite indagar en el conocimiento de su 
biología y de su capacidad para invadir y establecerse en el hospedador. 
Actualmente, la colección de bases de datos de estas características para F. 
hepatica es bastante amplia e incluye un proyecto de genoma, 
transcriptomas específicos de cada etapa de su ciclo y conjuntos de datos 
proteómicos del proteoma somático, el secretoma, vesículas extracelulares 
y el glicoproteoma de su tegumento externo. 
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2.6.2. Aplicación de la tecnología genómica en la infección por F. 
hepatica. 
F. hepatica posee el genoma nuclear más amplio que se ha 
descubierto hasta la fecha dentro de la clase trematoda (Cwiklinski y cols., 
2015). La razón de esto no ha sido aún determinada, pero análisis 
comparativos han descubierto que el incremento en el tamaño del genoma 
tiene que ver con incrementos en la media de la longitud de los intrones y 
de los exones, aunque esto por sí solo no explicaría por completo el amplio 
genoma de F. hepatica. Se necesitan realizar análisis más específicos sobre 
regiones no codificantes para determinar su función y, en particular, su 
importancia en la regulación génica (ENCODE Project Consortium 2012). 
2.6.3. Aplicación de la tecnología transcriptómica en la infección por F. 
hepatica. 
Para el desarrollo de nuevas estrategias de control y de vacunas 
contra F. hepatica se requiere un conocimiento específico del ciclo 
biológico de este parásito. Para ello, el conocimiento de los genes que son 
transcritos en cada etapa del desarrollo de éste, así como su abundancia, es 
crucial para alcanzar estos objetivos.  
Los estudios iniciales en la identificación de genes se basaron en un 
número limitado de ESTs generados tomando parásitos adultos de F. 
hepatica, siendo esta base de datos de ESTs una fuente esencial para 
identificar secuencias peptídicas y poder realizar estudios de proteómica en 
este parásito (Chemale y cols., 2006; Robinson y cols., 2009; Chemale y 
cols., 2010; Haçariz y cols., 2014; Morphew y cols., 2014). 
Robinson y colaboradores, (2009) realizaron un estudio en el que 
integraron técnicas de transcriptómica y proteómica basado en las ESTs de 
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F. hepatica adulta para determinar la expresión de las proteínas secretadas 
en el curso de migración de este parásito en el hospedador. Sin embargo, 
este análisis se basó en la premisa de que podrían establecerse similitudes 
entre las proteínas expresadas por los parásitos adultos que residen en los 
conductos biliares y las expresadas por los parásitos migrantes (NEJs). La 
utilización de una base de datos específica para adultos con un número 
limitado de secuencias puede dar lugar a la omisión en la identificación de 
proteínas específicas de los NEJs. 
Cancela y colaboradores (2010), descubrieron algunas secuencias de 
F. hepatica que no habían sido previamente descritas, siendo éstas 
específicas de NEJs. En concreto, se caracterizaron por ser varias proteasas 
del grupo catepsina y enzimas antioxidantes, de manera que mostraron que 
F. hepatica tiene proteasas y enzimas específicas que puede utilizar a lo 
largo de su ciclo biológico. La identificación de genes específicos en esta 
etapa del ciclo biológico del parásito resaltó la necesidad de hacer análisis 
más extensos basados en cada estadio del parásito. 
La secuenciación de varias de las etapas del desarrollo temprano de 
F. hepatica, como son la forma infectiva de la metacercaria y los NEJs de 1, 
3 y 24 horas después del desenquistamiento, así como las formas juveniles 
de 21 días y el de los parásitos adultos, se han determinado gracias al 
desarrollo de la tecnología de secuenciación Illumina y se ha obtenido así el 
perfil transcripcional de F. hepatica durante la infección (Cwiklinski y cols., 
2015). Los análisis mostraron que el parásito es capaz de regular la 
transcripción de muchos de sus genes, siendo esta transcripción 
progresivamente más elevada e interviniendo más cantidad de genes a 
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medida que el parásito crece y se desarrolla en su preparación para la 
migración a través del hígado del hospedador (Cwiklinski y cols., 2015).  
2.6.4.  Aplicación de la tecnología proteómica en la infección por F. 
hepatica. 
Los estudios de proteómica relacionados con F. hepatica están 
teniendo una expansión reciente, ya que no sólo se analizan las subclases de 
proteínas, como las catepsinas (Dal-ton y cols., 2003) y glutatión S-
transferasas, (Hillyer., 2005; Chemale y cols., 2006), sino que también se 
están desarrollando estudios más avanzados para la identificación de 
proteínas como las contenidas en los FhESP del parásito in vitro (Jefferies 
y cols., 2001) y una comparación entre los detectados in vitro y en el 
conducto biliar de oveja infectada mediante electroforesis en gel de 2 
dimensiones (2D) (Morphew y cols., 2007). 
Los primeros estudios de proteínas utilizaban etiquetado radio-
metabólico (radio-metabolic labelling) para determinar proteínas de varios 
estadios del ciclo de desarrollo de F. hepatica (Irving y Howell, 1982; 
Dalton y cols., 1985). También se llevaron a cabo diversas técnicas de 
isoelectroenfoque y de desitometría para caracterizar los FhESP en un 
amplio rango de hospedadores mamíferos (llamas, ratas, ratones y bovinos) 
y mostraron un patrón de bandas diferente (Lee y cols 1992a; 1992b). Este 
análisis fue mejorado gracias a los trabajos de Jefferies y colaboradores 
(2000, 2001) por medio de la utilización de electroforesis en gel 2D y la 
subsecuente caracterización de proteínas, de manera que se identificaron un 
rango de proteasas del grupo de las catepsinas L, superóxido dismutasa, 
peroxirredoxina, glutatión S-transferasa y proteínas de unión a ácidos 
grasos.  
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En contraste con la gran cantidad de proteínas secretadas por el 
adulto de F. hepatica, el análisis de los estadios de desarrollo temprano de 
F. hepatica se torna complicado dado el pequeño tamaño de este y la 
dificultad de localizarlo en los tejidos del hospedador. La investigación a 
nivel molecular de los huevos de F. hepatica determinó que poseen 28 
proteínas en el proteoma somático y que la complejidad de estas proteínas 
iba en aumento con la maduración de estos huevos, la cual se relaciona con 
el desarrollo del estadio del miracidio (Moxon y cols., 2010). Este estudio 
demostró que el perfil proteico de los huevos de fasciola difiere de otros 
estadios de desarrollo. 
El desarrollo de herramientas de análisis de proteómica y la facilidad 
de acceso a los parásitos de F. hepatica han contribuido a la expansión de 
bases de datos del proteoma de los NEJs en su estadio migratorio. Se 
identificó un alto nivel de complejidad proteica en el secretoma de parásitos 
a los 21 dpi (45 proteínas) en comparación con el de NEJs a las 24 horas 
post-desenquistamiento (29 proteínas) y el secretoma de fasciola adulta (22 
proteínas), con un amplio rango de catepsinas y de enzimas antioxidantes 
secretadas (Robinson y cols., 2009). Estos resultados son consistentes con 
los trayectos de migración y de alimentación en estos estadios, además de 
haberse descrito un aumento en la transcripción de genes en esta fase 
(Andrews, 1999; Cwiklinski y cols., 2015). 
Di Maggio y colaboradores (2016), realizaron un estudio sobre las 
proteínas secretadas por la Fasciola adulta y por NEJs a las 48 horas post-
desenquistamiento y lo compararon con el proteoma somático de los NEJs 
a las 48h. Siendo consistente con otros análisis de secretoma, un rango de 
proteasas e inhibidores de proteasas fueron detectados en ambos estadios, 
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representando más del 70% y menos del 10% del total de proteínas 
secretadas, respectivamente. Además, proteínas que no habían sido descritas 
anteriormente fueron identificadas en el proteoma somático de los NEJs, 
incluyendo proteínas estructurales y proteínas relacionadas con el 
metabolismo, expandiendo nuestro conocimiento sobre este estadio del 
desarrollo de F. hepatica. 
Las formas adultas de F. hepatica residen en los conductos biliares 
y se encuentran inmersos en bilis, la cual se compone principalmente por 
ácidos biliares, fosfolípidos, colesterol, bilirrubina y sales inorgánicas 
(Farina y cols., 2009). Los análisis proteómicos del secretoma de la fasciola 
adulta localizada en los conductos biliares del hígado (cuando está a salvo 
de la acción del sistema inmune del hospedador) de ovejas infectadas por F. 
hepatica muestran que la mayoría están formadas por proteasas de tipo 
catepsina L (Andrews, 1999; Correia y cols., 2001; Morphew y cols., 2007). 
La caracterización proteómica del FhTeg ha determinado que 
principalmente está compuesto por proteínas estructurales, proteínas 
transportadoras, proteínas involucradas en mecanismos de secreción y 
enzimas antioxidantes (Wilson y cols., 2011; Haçariz y cols., 2012). Una 
variedad similar de proteínas se identificó en el proteoma somático del 
tegumento externo de los NEJs (Hernández-González y cols., 2010). 
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  ANÁLISIS PROTEÓMICO Y TRANSCRIPTÓMICO DE 
LAS RESPUESTAS DEL HOSPEDADOR FRENTE A LA 
INFECCIÓN POR F. hepatica. 
Las investigaciones en las respuestas del hospedador frente a la 
infección por F. hepatica nos han proporcionado una vista global acerca 
de los efectos de la fasciolosis a nivel inmunológico y nos han revelado 
posibles aspectos nóveles de la patogénesis asociados a la infección. 
Todo esto con el fin de evaluar y seleccionar candidatos vacunales 
potencialmente eficaces, identificando los genes involucrados en conferir 
protección (Wesołowska y cols., 2013; Rojas-Caraballo y cols., 2017). 
En el trabajo llevado a cabo por Álvarez Rojas y colaboradores 
(2015), se descubrió que a las 8 spi los genes que se correspondían con 
los procesos de fibrosis y de reparación del tejido aparecían 
sobreexpresados en ovejas infectadas experimentalmente con F. 
hepatica. Este hecho es consistente con la subsecuente regeneración de 
tejido que se produce tras la migración invasiva del parásito en el 
parénquima hepático. Además, en este mismo trabajo se describe una 
sobreexpresión de los genes relacionados con la diferenciación Th2 y con 
la activación de linfocitos B, mientras que los asociados con la respuesta 
Th1 estaban suprimidos. 
La transcripción de genes durante la infección por F. hepatica en 
oveja está muy regulada, particularmente durante la infección aguda (1-
2 spi) y tiene lugar un aumento de la expresión de genes asociados con la 
señalización de TGF-β, los cuales juegan un papel muy importante en el 
proceso de fibrosis, resultados que han sido también observados en el 
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análisis transcriptómico de los hígados descrito anteriormente (Álvarez 
Rojas y cols., 2015).  
Resultando consistente con la polarización de la respuesta 
inmunitaria hacia una de tipo Th2, así como de los macrófagos hacia un 
fenotipo M2, el gen que codifica para la enzima óxido nítrico sintentasa 
(iNOS) mostró una disminución de la regulación en respuesta a la 
infección con F. hepatica tanto en los estados agudos como crónicos de 
la infección (Fu y cols., 2016). En contraste con este estudio, sin 
embargo, los genes que codifican interleuquinas, en particular los 
relacionados con las respuestas de tipo Th2, como la IL-4, no expresaron 
diferencias estadísticamente significativas en el trabajo realizado por 
Álvarez Rojas y colaboradores (2016).  
También se han utilizado herramientas de proteómica para 
identificar biomarcadores de infección a nivel sistémico en el suero. 
Rioux y colaboradores (2008), mostraron que hubo cambios 
significativos en el suero y que estos comenzaron en la 3ª spi, resultados 
consistentes con el análisis transcriptómico de PBMCs que resaltaba un 
mayor nivel de expresión génica durante la infección aguda (Fu y cols., 
2016; Álvarez Rojas y cols., 2016). Estos resultados también coinciden 
con la marcada expresión de más de 8000 genes que acompañan al rápido 
crecimiento y desarrollo de F. hepatica en las primeras tres semanas de 
infección (Cwiklinski y cols., 2015). 
Se han identificado dos marcadores de especial interés: la 
transferrina y la apoliproteína A-IV (Apo A-IV), que muestran 
sobreexpresión durante este periodo (Rioux y cols., 2008). La 
transferrina está asociada con la anemia causada por los parásitos que se 
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alimentan de sangre, mientras que la Apo A-IV está asociada con la 
regulación del apetito a nivel del intestino en mamíferos (aunque estudios 
en rata y ratones insinúan un posible papel en el hígado (VerHague y 
cols., 2013). Los niveles de transferrina detectados en la bilis por 
Morphew y colaboradores (2007), fueron menores en comparación con 
los niveles detectados en el suero. Esto pone en relieve que los datos 
pueden variar significativamente según el tipo de muestra analizada 
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Con el fin de evaluar la presencia y cuantificación de las células 
inmunocompetentes y su expresión de citoquinas, así como el análisis 
proteómico, en el líquido peritoneal de ovejas infectadas experimentalmente 
con F. hepatica en los estadios tempranos, se realizaron dos experimentos, 
a los que se hará referencia como experimento o experiencia 1 y 
experimento o experiencia 2. 
Tanto los análisis de niveles de anticuerpos en el líquido peritoneal 
(Apartado 3.4. de Material y Métodos) como la determinación de la 
expresión génica de citoquinas en leucocitos peritoneales (Apartado 3.5. de 
Material y Métodos) y el análisis proteómico del líquido peritoneal ovino 
mediante espectrofotometría de masas (Apartado 3.6. de Material y 
Métodos), se llevaron a cabo con muestras de líquido peritoneal de animales 
infectados 18 dpi y animales del grupo control no infectado del experimento 
1. Dado que estos análisis se realizaron en Queen’s University (Belfast, UK) 
y debido a factores tanto económicos como de limitación en el tiempo, se 
decidió utilizar sólo los animales pertenecientes al grupo 18 dpi y grupo 
control no infectado para llevar a cabo estos análisis. 
 DISEÑO EXPERIMENTAL. 
En cada uno de los dos experimentos (experimento 1 y experimento 
2) que se llevaron a cabo en este estudio, se utilizaron 25 ovejas de 8 meses 
de edad de raza Merina y obtenidas de una granja libre de F. hepatica. En el 
experimento 1 se utilizaron ovejas hembra; sin embargo, en el 
experimento 2 se utilizaron ovejas macho para evitar el sangrado causado 
por la mayor vascularización que poseen las hembras en la zona ventral del 
abdomen durante el procedimiento de extracción del líquido peritoneal. Los 
animales se compraron con un mes de edad y se estabularon en la granja 
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experimental de Rabanales de la Universidad de Córdoba hasta que 
alcanzaron la edad apropiada para realizar la infección experimental. Antes 
de realizar este ensayo, todos los animales fueron mensualmente testeados 
para el control de la presencia de huevos de parásitos en las heces mediante 
sedimentación, dando resultados negativos en todos los casos y, además, el 
suero de estos animales se analizó para determinar la posible presencia de 
IgG específica frente a la catepsina L1 de F. hepatica (FhCL1) mediante el 
método ELISA, obteniendo también en resultados negativos en todos los 
casos. Las ovejas se distribuyeron en 5 grupos (n=5), de los cuales 4 se 
infectaron y se eutanasiaron  en diferentes fases tempranas de la infección, 
a los 1, 3, 9 y 18 días post-infección (dpi). El quinto grupo de animales no 
se infectó y se utilizó como control negativo de la infección. Las ovejas que 
estuvieron sujetas a la infección experimental, recibieron una dosis vía oral 
de 150 metacercarias de la cepa de F. hepatica South Gloucester (Ridgeway 
Research Ltd, UK), para lo cual se utilizaron cápsulas de gelatina y una 
pistola de administración de bolos ruminales, y fueron eutanasiadas vía 
intravenosa con un agente eutanásico inyectable compuesto principalmente 
por embutramida, yoduro de mebezonio y clorhidrato de tetracaina (T61®, 
Intervet, España). Estos experimentos obtuvieron la aprobación por parte del 
Comité de Bioética de la Universidad de Córdoba (Nº 1118) y se llevaron a 
cabo de acuerdo a las directivas europea (2010/63/UE) y española (RD 
1201/2005) sobre experimentación animal. 
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  TOMA DE MUESTRAS.  
3.2.1.  Toma de sangre, obtención de suero y análisis de enzimas 
hepáticas. 
El estudio del análisis de las enzimas hepáticas sólo se realizó en el 
experimento 2. Para ello, se procedió a la punción de la vena yugular 
utilizando tubos Vacutainer® (Becton, Dickinson and Co., NJ, EEUU) con 
heparina sódica como anticoagulante. Posteriormente, se centrifugaron a 
500 x g durante 10 minutos. El sobrenadante, conteniendo el suero, se 
recogió y fraccionó en alícuotas que se almacenaron a –20ºC. Estas alicuotas 
de suero se remitieron al laboratorio de análisis clínicos dentro del “Agri-
Food and Biosciences Institute” (AFBI), Belfast, Reino Unido, donde se 
realizaron los análisis pertinentes para la obtención de los resultados de los 
niveles de enzimas hepáticas en suero.  
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3.2.2. Recogida y procesado de líquido peritoneal. 
Tanto en el experimento 1 como en el 2, los lavados peritoneales se 
realizaron inmediatamente después de que los animales fueran eutanasiados. 
En primer lugar, la zona ventral del abdomen se rasuró y se desinfectó con 
povidona yodada al 10% (AGB, Madrid, Spain). A continuación, se realizó 
una incisión de 2 cm en la piel, a nivel de la línea alba, diseccionándose el 
tejido subcutáneo con tijeras de punta roma para evitar el sangrado. En la 
experimento 1, se utilizó una mezcla consistente en 60 ml de tampón fosfato 
salino destilado y estéril (DPBS/Dulbecco's Phosphate-Buffered saline) y 
9500 UI de heparina (Rovi, Madrid, España) precalentado a 37ºC. Sin 
embargo, en la experimento 2, se utilizó una mezcla compuesta por 60 ml 
de DPBS y ácido etilendiaminotetraacético 
(EDTA/ethylenediaminetetraacetic acid) como anticoagulante. En 
cualquier caso, esta mezcla se introdujo en una jeringuilla y se conectó a una 
cánula de 40 cm de longitud, la cual se introdujo por la abertura realizada 
previamente y se inyectó de manera paulatina en la cavidad abdominal de la 
oveja. Después, se realizó un suave masaje externo de la zona abdominal 
durante un minuto para favorecer la mezcla del líquido inyectado con el 
propio fluido peritoneal del animal, y con la misma jeringuilla y cánula, se 
aspiró para obtener el liquido peritoneal y se dispensó en nuevos tubos 
Falcon. 
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3.2.2.1. Determinación y recuento del número total de leucocitos en el 
líquido peritoneal. 
Para realizar el recuento de las células peritoneales totales viables, 
se llevó a cabo la técnica de tinción con tripán azul y cámara de Neubauer. 
Se empleó una dilución 1:10 de líquido peritoneal y tripán azul, se tomaron 
10 µl de esta solución con una pipeta y se depositaron en el espacio entre la 
cámara de Neubauer y un cubre limpio, entrando la mezcla por capilaridad. 
Utilizando el objetivo de 4x de un microscopio óptico, se enfocó la retícula 
central de la cámara de Neubauer, la cual consta de un cuadrado primario 
que contiene 9 cuadrados secundarios, cada uno de ellos dividido a su vez 
en 16 cuadrados terciarios. Los cuadrados que debemos tener en cuenta para 
el recuento leucocitario son los 4 secundarios presentes cada uno en una 
esquina del cuadrado primario. Para ello, deberemos cambiar al objetivo de 
10x y, con la ayuda de un contador manual, contar las células refringentes 
que se encuentran dentro de los 16 cuadrados terciarios que hay dentro de 
estos 4 cuadrados secundarios. Se incluirán las células que estén en el límite 
con los bordes superior e izquierdo de cada cuadrado secundario. Dividir el 
número total de células contadas entre 4 (4 cuadrados secundarios) para 
obtener la media. Debido a que el volumen de un cuadrado secundario es: 
0,1 x 0,1 = 0,01 cm2 y la profundidad de la cámara es 0,01 cm:  
0,01 cm2 x 0,01 = 0,0001 cm3 = 0,0001 ml 
Ya que teníamos una dilución del líquido peritoneal en tripán azúl de 1:10: 
0,0001 ml x 0,1 = 0,00001= 105 
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La media de células contadas en los cuadrados secundarios de la 
cámara de Neubauer deberá ser multiplicada por x105 y obtendremos así el 
número de células por mililitro de líquido peritoneal. 
3.2.2.2. Procesado del líquido peritoneal: sobrenadante y pellet. 
El líquido peritoneal se centrifugó a 430 x g  durante 5 minutos, 
separándose de esta forma el sobrenadante del pellet celular y procesándose 
ambas muestras por separado, como se detalla a continuación: 
• Procesado del sobrenadante: El sobrenadante obtenido 
del líquido peritoneal fue dispensado en tubos Falcon de 
15 ml y centrifugado a 1720 x g durante 10 minutos. El 
sobrenadante resultante de esta centrifugación se vertió a 
nuevos tubos Falcon de 15 ml y se sometió a una segunda 
centrifugación a 25000 x g durante 30 minutos. 
Finalmente, el sobrenadante obtenido se dispensó en 
nuevos tubos Falcon de 15 ml y se conservó a una 
temperatura de -80ºC. Con estas muestras se realizó el 
análisis proteómico (Apartado 4.2. de Resultados) y de la 
respuesta inmunitaria de tipo humoral (Aparatdo 4.1.2. 
de Resultados). 
• Procesado del pellet celular: El pellet fue primeramente 
incubado en tampón de eritrolisis (155 mM cloruro de 
amonio, 10 mM bicarbonato potásico y 0,1 mM EDTA) 
durante 10 minutos a temperatura ambiente con el 
objetivo de eliminar cualquier posible contaminacón con 
eritrocitos. Después se centrifugó a 430 x g durante 5 
minutos, el sobrenadante se decartó y el pellet se 
Mª Teresa Ruiz Campillo  Material y Métodos 
135 | P á g i n a  
resuspendió en 1 ml de DPBS. Con esta fracción del 
líquido peritoneal se realizaron los frotis de células 
peritoneales para realizar el contaje total y diferencial de 
las poblaciones celulares, así como, del estudio 
inmunocitoquímico (Apartado 4.1.1. de Resultados). 
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3.2.2.2.1. Concentración del líquido peritoneal, precipitación con ácido 
tricloroacético y análisis mediante electroforesis 
unidimensional en gel.  
El sobrenadante congelado a -80ºC (Apartado 3.2.2.2. de Material y 
Métodos), se descongeló durante 12 horas a 4ºC. Una cantidad aproximada 
de 30 ml de sobrenadante por animal se dispensó de manera progresiva en 
unidades de filtro Amicon Ultra-15 (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), 
el cual consta de una membrana que posee un límite de peso molecular 
nominal o tamaño de poro de 3000 Da y permite una recuperación de 
contenido proteico del 97,5%. Estas unidades conteniendo el sobrenadante 
fueron centrifugadas a 4000 x g durante 40 minutos y a una temperatura 4ºC. 
El fluido concentrado resultante contenido por encima de la membrana fue 
tomado con una pipeta y dispensado en tubos eppendorf y centrifugado a 
21000 x g durante 20 minutos a 4ºC. El sobrenadante resultante fue 
dispensado en criotubos (uno por animal). Finalmente, se tomaron 100 µl de 
cada criotubo de cada animal perteneciente a un mismo grupo (n=5) para 
constituir una mezcla o “pool” de cada grupo de 500 µl y se conservaron a 
-80ºC. 
Las proteínas contenidas en el fluido concentrado se sometieron a 
precipitación con ácido tricloroacético (TCA/trichloroacetic acid). Para 
ello, se tomaron 20 µl de cada pool de fluido concentrado y se le añadió el 
mismo volumen de TCA diluido al 20% en agua destilada. Esta mezcla se 
incubó durante 1 hora en hielo y, después, se centrifugó a 14000 x g durante 
15 minutos y a 4ºC. Tras la incubación, se formó un pellet de color blanco 
(proteínas) y se desechó el sobrenadante. Al pellet obtenido se le añadieron 
50 µl de acetona e, inmediatamente después, se desechó esta acetona 
escurriendo el eppendorf boca abajo sobre papel de laboratorio. 
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Posteriormente, se resuspendió el pellet en 50 µl de SDS buffer y 3 µl de 
ditiotreitol (DTT) y se calentó a 95ºC durante 4 minutos. 
Posteriormente, se procedió a la separación de las proteínas de 
acuerdo a su punto isoeléctrico mediante electroforesis en gel 
unidimensional (1-DE). Para la realización de este paso se utilizó un gel 4-
12% SDS-PAGE (Criterion XT Bis-Tris, BioRad). Después de la 
electroforesis, el gel fue sometido a la acción de la enzima tripsina para la 
digestión de las proteínas presentes en éste. Los péptidos obtenidos de esta 
digestión proteica serán los que se someterán a análisis proteómico.  
3.2.2.2.2. Realización de frotis con el pellet del líquido peritoneal. 
Los frotis de líquido peritoneal se realizaron en portas que habían 
sido previamente tratados con Vectabond (Vector, CA, EEUU) con el pellet 
celular resuspendido en 1 ml de DPBS (Apartado 3.2.2.2. de Material y 
Métodos). Los frotis se realizaron manualmente de la siguiente manera 
(Figura 6): utilizando una pipeta, se toman 10 µl del pellet celular y se añade 
en forma de gota sobre un portaobjetos (Figura 6; 1) Con otro portaobjetos, 
se hace contacto con la gota y se dispersa por el filo de éste por capilaridad 
(Figura 6; 2). Se arrastra la gota de manera firme, desplazando el segundo 
portaobjetos formando un ángulo de 45º aproximadamente hasta que un área 
de un cuadrado del portaobjetos quede impregnado (Figura 6; 3). Los frotis, 
que se destinarán a realizar técnicas de inmunocitoquímica, se dejan secar a 
temperatura ambiente (TA) y se fijan en acetona durante 5 minutos. Después 
de dejarlos secar a TA, se conservan a -80ºC.  
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Tras la realización de los frotis, el excendente del pellet celular se 
centrifugó a 22000 x g durante 20 minutos y, una vez descartado el 
sobrenadante, se conservaron los pellets celulares a -80ºC para la extracción 
de ARNm y realización posterior de los análisis de expresión génica de 
citoquinas. 
  
Figura 6: Esquema en el que se muestran los pasos para la realización de los 
frotis de líquido peritoneal. 
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3.2.3. Obtención y procesado de muestras de hígado fijadas en formol e 
inclusión en bloques de parafina. 
Posteriormente a la recogida del líquido peritoneal de los animales, 
se procedió a realizar la necropsia reglada de los mismos. Se extrajo el 
hígado de cada animal y se realizaron dos fotografías de este, una por la cara 
visceral y otra por la cara diafragmática. Después, se tomaron muestras 
aleatorias de ambos lóbulos (3 del lóbulo izquierdo y 1 del lóbulo derecho) 
y se sumergieron en formol tamponado al 10% y se dejaron fijar durante 24 
horas. Pasado este tiempo, las muestras se introdujeron en un procesador de 
tejidos para su deshidratación, pasando éstas por una serie descendente de 
alcoholes y xilol. Posteriormente, se incluyeron en bloques de parafina 
utilizándose un procesador automático de tejidos (CitadelTM, Thermo®, 
MA, EEUU) y una consola montadora de bloques (Histocentre 2TM, 
Thermo®, MA, EEUU). Una vez formado el bloque, se hicieron cortes 
seriados de 4 μm usando un microtomo (RM 2125RT, Leica 
Microsystems®, Alemania), se recogieron del baño histológico con 
portaobjetos previamente tratados con Vectabond y se secaron a 37ºC. Los 
cortes se sometieron ulteriormente a tinción con hematoxilina-eosina (H-E) 
para la evaluación histopatológica del hígado y para la realización de la 
técnica de inmunohistoquímica en el experimento 2. 
  
Tesis Doctoral  Mª Teresa Ruiz Campillo 
140 | P á g i n a  
 ESTUDIO INMUNOCITOQUÍMICO EN LÍQUIDO 
PERITONEAL E INMUNOHISTOQUÍMICO EN HÍGADO. 
3.3.1. Técnica inmunocitoquímica en frotis de líquido peritoneal en 
congelación para detección de anticuerpos anti-CD68, anti-CD14, 
anti-CD206, anti-iNOS, anti-CD83 y anti-MHC-II. 
Los frotis de líquido peritoneal en congelación de los experimentos 
1 y 2 se sometieron a la técnica de inmunocitoquímica, que consistió en los 
siguientes pasos: 
1) Los frotis del pellet celular del líquido peritoneal se sacaron del 
congelador (-80ºC) y se dejaron atemperar y secar a TA. Se fijan en 
acetona durante 10 minutos y se dejan de nuevo secar a TA. 
2) Inhibición de la peroxidasa endógena: 1 baño en una solución de 
peróxido de hidrógeno al 3% (Panreac, Barcelona, España) en PBS 
durante 30 minutos a TA. 
3) Lavado en PBS: 1 de 10 minutos. 
4) Bloqueo de las reacciones inespecíficas: los frotis se incuban en 
cámara húmeda con suero normal de cabra (MP Biomedicals, Ohio, 
EEUU) al 10% en PBS durante 30 minutos a TA. 
5) Incubación del anticuerpo primario: se elimina el exceso de suero 
normal de cabra y se incuba el anticuerpo primario diluido en suero 
normal de cabra al 10% en cámara húmeda durante toda la noche a 
4ºC. El panel de anticuerpos primarios se detallan en la  Tabla 1:  
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6) Lavados en PBS-Tween (PBST): se añade Tween 20 (1:200) al PBS 
y se realizan 3 lavados de 5 minutos cada uno. 
7) Incubación del anticuerpo secundario biotilinado: Anti-ratón (goat 
anti-mouse biotinylated antibody, 0433, Dako, Glostrup, 
Dinamarca) si el anticuerpo primario está hecho en ratón, o Anti-
conejo (goat anti-rabbit biotinylated antibody, 0432, Dako, Glostrup, 
Dinamarca) si el anticuerpo primario está hecho en conejo. La 
Anticuerpo Clon Dilución Referencia Fuente 
CD68 Monoclonal 
(EBM11) 
1:400 M0718 Dako 
CD14 Monoclonal 
(CAM36A) 
1:500 BOV2027 Monoclonal 
Antibody 
Center 
iNOS Policlonal 1:200 PA3-030A Thermo 
CD206 Policlonal 1:100 Orb4941 Byorbyt 
CD83 Monoclonal 
(HB15e) 





1:50 M0746 Dako 
Tabla 1. Relación de anticuerpos primarios utilizados en la técnica de 
inmunocitoquímica sobre frotis en congelación obtenidos a partir de pellet celular de 
líquido peritoneal. El anticuerpo monoclonal CD14 tiene reacción cruzada con tejido 
ovino de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los anticuerpos iNOS (Wood y 
cols., 2005), CD68 (Pinczowski y cols., 2017) y el CD206 (Ampem y cols., 2016) han 
mostrado reacción cruzada con tejidos ovinos. 
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dilución utilizada de ambos anticuerpos secundarios es 1:50 y 1:200, 
respectivamente, en suero normal de cabra diluido en PBS al 10%. 
La incubación de las preparaciones con el anticuerpo secundario se 
realiza durante 45 minutos en cámara húmeda y dentro de una estufa 
a 37ºC. 
8) Lavados en PBST: 3 lavados de 5 minutos cada uno. 
9) Complejo Avidina-Biotina-peroxidasa (Vectastain, ABC, Elite Kit): 
incubación con el complejo ABC a una dilución de 1:50 en PBS 
durante 1 hora en cámara húmeda, en oscuridad y a TA. 
10) Lavados en PBST: 3 lavados de 5 minutos cada uno. 
11) Revelado con la solución de cromógeno (Vector, NovaRED, 
Peroxidase Substrate Kit): mezclar los reactivos de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante. Se añaden 100 µl de la mezcla del 
cromógeno sobre el portaobjetos colocado sobre un fondo blanco y 
se revela durante 2 minutos máximo. 
12) Frenado del proceso de revelado: lavar las preparaciones en agua 
corriente durante 10 minutos. 
13) Contratinción: Las preparaciones se contratiñen durante 5 minutos 
con hematoxilina de Harris (Panreac, Barcelona, España) diluida al 
10% con agua destilada. 
14) Lavado: 3 minutos en agua corriente. 
15) Deshidratación: mediante pases de 1 minuto por una serie ascendente 
de gradientes alcohólicos (70º, 96º, 100º), finalizando en dos pases 
de 1 minuto cada uno en xilol. 
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16) Montaje de las preparaciones: Aplicación de una gota de Eukitt 
(Freiburg, Alemania) al cubreobjetos y dejándolo caer suavemente 
sobre la preparación. 
3.3.2. Determinación y recuento diferencial de leucocitos peritoneales 
mediante técnicas de panóptico (Experimento 1) y de 
inmunocitoquímica con CD68 y tinción con eosina (Experimento 
2). 
• En el experimento 1, se tomó un frotis de líquido peritoneal 
de cada animal y se sometió a tinción con la técnica de 
panóptico, en la cual los frotis pasan primero por una 
solución fijadora y, después, por un colorante ácido, un 
colorante básico y, finalmente, por agua destilada. El tiempo 
en el que permanecen en cada solución es de 5 segundos. Por 
último, los frotis se deshidratan mediante pases de 1 minuto 
por una serie ascendente de gradientes alcohólicos (70º, 96º, 
100º), finalizando en dos pases de 1 minuto cada uno en xilol 
y se montan utilizando un cubre y medio Eukitt (Freiburg, 
Alemania). 
• En el experimento 2, se puso a punto una técnica novedosa 
para determinar de una forma más sencilla y precisa los 
diferentes tipos celulares presentes en cada muestra. Esta 
técnica consistió en la realización de la técnica 
inmunocitoquímica descrita en el Apartado 3.3.1. de Material 
y Métodos, utilizando el anticuerpo monoclonal anti-CD68 
(M0718, Dako, Glostrup, Dinamarca) como marcador de 
macrófagos y la tinción con eosina (Panreac, Barcelona, 
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España) durante 1 minuto para la diferenciación de los 
eosinófilos como paso intermedio después de la 
contratinción con hematoxilina (paso 13 del apartado 3.3.1. 
de Material y Métodos) y antes del lavado durante 3 minutos 
en agua corriente (paso 14 del apartado 3.3.1. de Material y 
Métodos). 
La metodología para la realización del recuento diferencial de 
leucocitos peritoneales fue la misma en ambos experimentos: utilizando un 
microscopio óptico y el objetivo de 40x, se tomaron microfotografías al azar 
de cada uno de los frotis de células peritoneales sometidos tanto a la técnica 
de tinción con panóptico como a inmunocitoquímica con CD68 y tinción 
con eosina. Las microfotografías fueron tomadas usando un 
fotomicroscopio Olympus BX51. Utilizando el Software biomédico Image-
Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, Estados Unidos) se realizó 
un “sorting” celular de cada una de las microfotografías tomadas. 
Primeramente, éste consistió en el contaje de todas las células presentes en 
una foto y, después, en la ordenación de éstas por tamaño. De manera que 
las células de mayor tamaño (macrófagos) aparecían en primeras posiciones 
de la línea de ordenamiento celular, con un núcleo basófilo y un color 
basófilo tenue de su citoplasma en el caso del panóptico, y un citoplasma 
rojizo en el caso de la tinción inmunocitoquímica (macrófagos positivos 
frente a CD68). Después, se sitúan los linfocitos (núcleo basófilo y 
citoplasma escaso y basófilo claro) y, por último, los eosinófilos (núcleo 
basófilo y citoplasma muy acidófilo, teñido por la eosinaLa identificación 
de los diferentes tipos de leucocitos no sólo atendió a las características de 
tamaño y de color de sus citoplasmas, sino también a características 
morfológicas: los macrófagos poseen un núcleo en forma de herradura y 
posicionado normalmente en un extremo, con citoplasma amplio; los 
Mª Teresa Ruiz Campillo  Material y Métodos 
145 | P á g i n a  
linfocitos presentan un núcleo redondeado y escaso citoplasma y los 
eosinófilos poseen el núcleo bilobulado con citoplasma amplio y granular.  
Un total de 200 leucocitos se contaron por animal, extrapolando este 
resultado a 100 (porcentaje) y se calculó la media ± desviación estándar 
(DE) tanto del grupo no infectado como de los grupos infectados. Los 
neutrófilos no se incluyeron en los contajes diferenciales debido a su escaso 
número. En el caso de los anticuerpos CD14, CD206 e iNOS se realizó una 
evaluación de la intensidad de la inmunorreacción de manera semi-
cuantitativa atendiendo a los siguientes indicadores: 1, leve; 2, medio; 3, 
intenso; 4, muy intenso. 
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3.3.3. Estudio inmunohistoquímico en muestras de hígado incluidas en 
parafina y detección de la expresión de los anticuerpos anti-
periostina y anti-VCAM-1. 
Este estudio se llevó a cabo exlusivamente con muestras de animales 
no infectados y de animales eutanasiados a los 18 dpi del experimento 2. 
Se utilizaron los cortes obtenidos como se ha descrito en el Apartado 3.2.3. 
de Material y Métodos. El procedimiento de la técnica de 
inmunohistoquímica es el siguiente. 
1) Desparafinado: 3 baños en xilol de 10 minutos cada uno. 
2) Comienzo de la rehidratación: 2 baños de 5 minutos cada uno 
en alcohol de 100º. 
3) Inhibición de la peroxidasa endógena: 1 baño en una solución 
de peróxido de hidrógeno al 3% en metanol durante 30 
minutos en agitación y a TA. 
4) Finalización de la rehidratación: 1 baño de 5 minutos cada 
uno en alcoholes (96º y 70º) y en agua destilada. 
5) Lavado en PBS: 1 baño de 10 minutos. 
6) Desenmascaramiento antigénico: se utilizaron dos 
pretratamientos diferentes:  
➢ Detección de periostina: 0,01 M tampón citrato sódico, 
pH 6, sometido a calor en microondas durante 20 
minutos.  
➢ Detección de VCAM-1: tampón Tris-EDTA, pH 9, 
sometido a calor durante en microondas durante 30 
minutos. 
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7) Lavados en PBS: 3 lavados de 10 minutos cada uno. 
8) Bloqueo de las reaciones inespecíficas: se incuba con suero 
normal de cabra (InmunoPure) al 20% en PBS durante 30 
minutos en cámara húmeda a TA. 
9) Lavados en PBS: 3 lavados de 5 minutos cada uno. 
10) Bloqueo de la biotina hepática endógena: se realiza utilizando 
el kit the bloqueo Avidina/Biotina (Vector Laboratories) 
durante 15 minutos en cada uno de los reactivos en cámara 
húmeda y a TA. 
11) Lavados en PBS: 3 lavados de 5 minutos cada uno. 
12) Incubación en anticuerpo primario: el anticuerpo primario se 
diluyó 1:500 en suero normal de cabra al 10% en PBS y se 
aplicó a los frotis en cámara húmeda y en incubación durante 
toda la noche a 4ºC. Los anticuerpos primarios utilizados 
fueron los siguientes: 
➢ Periostina: Anticuerpo policlonal anti-humano en 
conejo (Rabbit anti-Human periostin polyclonal 
antibody, LifeSpan BioSciences). 
➢ VCAM-1: Anticuerpo monoclonal anti-ratón en 
conejo (Rabbit anti-mouse monoclonal antibody 
VCAM-1, Abcam). 
➢ Para los controles, se usaron los mismos cortes 
añadiendo como anticuerpo primario suero 
preinmune de conejo.  
13) Lavados en PBS: 3 lavados de 10 minutos cada uno. 
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14) Incubación del anticuerpo secundario biotilinado anti-conejo 
(goat anti-rabbit biotinylated antibody, 0432, Dako) a una 
dilución de 1:200 en suero normal de cabra al 10%. La 
incubación es de 30 minutos en cámara húmeda y a TA. 
15) Lavados en PBS: 3 lavados de 10 minutos cada uno. 
16) Complejo Avidina-Biotina-peroxidasa (Vectastain ABC 
Elite Kit): Incubación con el complejo ABC en una dilución 
de 1:50 en PBS durante una hora en cámara húmeda, en 
oscuridad y a TA. 
17) Lavados en solución salina tris tamponada pH 7,6 (TBS/Tris 
buffered saline): 3 lavados de 10 minutos cada uno. 
18) Revelado con la solución de cromógeno (Vector NovaRED 
Peroxidase Substrate Kit): Mezclar los reactivos de acuerdo 
a las instrucciones del fabricante. Se añade 100 µl de la 
mezcla del cromógeno sobre el portaobjetos colocado sobre 
un fondo blanco y revelar durante 2 minutos máximo. 
19) Frenado del revelado: lavar las preparaciones en agua 
corriente durante 10 minutos. 
20) Contratinción: Las preparaciones se contratiñeron con 
hematoxilina de Harris (Panreac) durante 5 segundos. 
21) Lavado: 3 minutos en agua corriente. 
22) Deshidratación: mediante pases de 1 minuto por una serie 
ascendente de gradientes alcohólicos (70º, 96º, 100º), 
finalizando en dos pases de 1 minuto cada uno en xilol. 
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23) Montaje de las preparaciones: Aplicación de una gota de 
Eukitt (Freiburg, Alemania) al cubreobjetos y dejándolo caer 
suavemente sobre la preparación. 
 NIVELES DE ANTICUERPOS EN EL LÍQUIDO 
PERITONEAL. 
3.4.1. Detección de niveles de anticuerpos anti-catepsina L1 de F. 
hepatica (FhCL1) en el líquido peritoneal mediante ELISA. 
Para la detección de niveles de anticuerpos anti-catepsina L1 de 
Fasciola hepatica en el líquido peritoneal, se utilizaron placas de 
microtitulación de 96 pocillos de fondo plano (Nunc MaxiSorp), las cuales 
se tapizaron con 0.5 µg/ml de antígeno FhCL1 diluido en un tampón de 
carbonato-bicarbonato y se incubaron durante 13 horas a 4ºC. Las placas se 
lavaron 3 veces con PBS con Tween 20 al 0,05% (PBST; pH 7,4) y se 
añadieron 200 µl por pocillo de buffer de bloqueo (leche desnatada en polvo 
al 5% en PBST) y se incubó una hora a TA. Después de 3 lavados en PBST, 
se añadieron 100 µl del anticuerpo anti-FhCL1 diluido 1:6400 en PBST 
como control positivo (Collins y cols., 2004), y de las muestras de 
sobrenadante de líquido peritoneal previamente concentrado (apartado 
2.2.2.1 de Material y Métodos) diluidas 1:6400 en PBST a las placas de 
microtitulación en triplicado y se incubaron durante 1 hora a 37ºC. Después 
de 4 lavados en PBST, la placa se incubó con 100 µl del anticuerpo anti-
oveja conjugado con peroxidasa (polyclonal donkey anti-sheep IgG-
horseradish peroxidase, Novex) diluido 1:10000 en PBST durante 1 hora a 
37ºC. Tras 5 lavados en PBST, se añadieron 100 µl de substrato TMB (3,3´, 
5,5´ - Tetramethylbenzidine Liquid Substrate Supersensitive) en cada 
pocillo. Después de 15 minutos de incubación, la reacción se frenó con la 
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adición de 100 µl 2M de ácido sulfúrico. Tras la medición de la densidad 
óptica (OD) con el lector de placas PolarStar (BMG Labtech), se 
consideraron positivas las muestras de líquido peritoneal cuando el valor de 
densidad óptica (OD), determinado a una longitud de onda de 450 nm, fue 
mayor que la media de los valores de OD de las muestras de líquido 
peritoneal procedentes del grupo control no infectado más dos desviaciones 
estándar. 
3.4.2. Detección de nivlees de FhCL1 específicos de F. hepatica en el 
líquido peritoneal mediante inmunoblotting. 
Las muestras del sobrenadante de líquido peritoneal previamente 
concentrado (apartado 2.2.2.1 de Material y Métodos) fueron sometidas a 
un proceso de desnaturalización proteica con dodecilsulfato sódico 
(SDS/sodium dodecyl sulfate) y, posteriormente, se llevó a cabo una 
electroforesis en gel de poliacrilamida. Esta técnica se utiliza para separar 
las proteínas de acuerdo a su movilidad electroforética y en conjunto se 
demonima SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis). Los geles que se utilizaron con este fin fueron geles 4-12% 
NuPAGE Bis-Tris, junto con 5 µg de la proteína recombinante FhCL1 en 50 
µl de tampón de muestra de dodecilsulfato de litio (NuPAGE LDS sample 
buffer). Después de la electroforesis, se procedió a la transferencia de las 
proteínas contenidas en el gel a una membrana de nitrocelulosa con un 
tamaño de poro de 0,2 µm. Esta membrana se incubó primeramente con una 
solución de bloqueo, para bloquear las posibles uniones inespecíficas, que 
consistió en 5% de leche desnatada en polvo diluida en buffer salino con 
Tris y Tween 20 (TBST): 20 mM de Tris-hidrocloruro (Tris-HCl), 150 mM 
de cloruro sódico (NaCl) y 1% Tween 20; pH 7,0 y fue incubada con esta 
solución de bloqueo durante 1 hora a TA y en agitación. Posteriormente, se 
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añadió a la membrana el pool del líquido peritoneal concentrado procedente 
tanto del grupo control no infectado como del infectado y eutanasiado a los 
18 dpi, diluidos 1:1000 en TBST; así como el anticuerpo anti-FhCL1 como 
control positivo, diluido también 1:1000 en TBST (Collins y cols., 2004). 
Después de 3 lavados de 10 minutos cada uno en TBST en agitación, las 
membranas se incubaron con el anticuerpo secundario policlonal anti-oveja 
conjugado con peroxidasa alcalina (polyclonal donkey anti-sheep IgG-
Alkaline Phosphatase, Sigma) y diluido 1:5000 en TBST durante 1 hora y a 
TA en agitación, seguido de 3 lavados de 10 minutos cada uno en TBST. 
Las bandas inmunorreactivas se visualizaron utilizando NBT/BCIP 
(Sigma), una combinación consistente en azul nitro-tetrazolio cloruro (NBT/ 
nitroblue tetrazolium chloride) y 5-bromo-4-cloro-3’-indolil fosfato p-
toluidina, sal (BCIP/5-bromo-4-chloro-3’-indolyphosphate p-toluidine, 
salt), que produce un precipitado insoluble violeta oscuro cuando reacciona 
con la fosfatasa alcalina presente en los conjugados de anticuerpos. 
 DETERMINACIÓN DE EXPRESIÓN GÉNICA DE 
CITOQUINAS EN LEUCOCITOS PERITONEALES. 
3.5.1. Extracción de ARNm mediante miRNeasy Mini Kit y tratamiento 
con DNAasa. 
Para la extracción del ARNm de las células del pellet celular 
procedente del líquido peritoneal (apartado 2.2.2.2 del Material y Métodos) 
de los animales control no infectados y los animales infectados y 
eutanasiados a los 18 dpi en el experimento 1, se utilizó un Kit comercial 
de Qiagen denominado miRNeasy Mini Kit y con el que se siguió el 
siguiente protocolo: 
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1) Se añadieron 700 µl de QIAzol (Qiagen) al pellet celular (3 × 106 
células) del líquido peritoneal contenido en el eppendorf. Se mezcló 
bien (se utilizó un vortex) y se incubó durante 5 minutos a TA. 
2) Se añadieron 140 µl de cloroformo y se volvió a mezclar de nuevo 
vigorosamente durante 15 segundos.  
3) Incubación durante 3 minutos a TA. 
4) Se centrifugó a 12000 x g durante 15 minutos y a 4ºC, sin la opción 
de frenado de la centrifugadora. Se formará una solución trifásica en 
la que el sobrenadante de la parte superior contendrá el ARN, la fase 
de la mitad las proteínas y la fase del pellet contendrá ADN. 
5) Para eliminar el posible ADN genómico presente en la muestra de 
ARN, lo tratamos con DNAsas mediante el reactivo TURBO-DNA-
free (Thermo).  
6) La cantidad de ARN es determinado mediante un Nanodrop 
(Thermo) y utilizando el kit Quant-IT Ribogreen RNA Reagent 
(Thermo). 
3.5.2. Transcripción reversa de ARNm y realización de PCR a tiempo 
real (qRT-PCR). 
La transcripción reversa del ARNm a ADN complementario (ADNc) 
se realizó usando SuperscriptTM II RNase H-Reverse Transcriptase y 
cebadores al azar (Life Technologies).  
Para las reacciones de qPCR, se utilizaron 20 µl de volumen total 
para la reacción por triplicado, conteniendo 2 µl de ADNc diluido 1:20, 10 
µl de Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG kit (Life 
Techonologies) y 1 µM de cada uno de los cebadores para ensayar la 
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expresión génica de distintas citoquinas. Las secuencias de cada uno de ellos 
se detallan en la Tabla 2. 
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Citoquina Forward sequence (iniciadores de 
avance) 5’-3’ 
Reverse sequence (iniciadores inversos) 
3’-5’ 
Referencia 
IFN-γ ATCTCTTTCGAGGCCGGAGA ATTGCAGGCAGGAGAACCAT Lacroux y 
cols., 2006. 
IL-1 CACTGCCAGAAAATAAGCTGAAAC TGATCAAGCAAATCGCCTGAT Kuypers y 
cols., 2013 
IL-4 GGAGCTGCCTGTAGCAGACG TTCTCAGTTGCGTTCTTTGGG Lacroux y 
cols., 2006 
IL-5 CTGCTGATAGGTGATGGGAACTT GGTGATTTGTATGCTGAGGAGTAGG Lacroux y 
cols., 2006 
IL-10 CTGAGAACCATGGGCCTGAC TCTCCCCCAGCGAGTTCAC Lacroux y 
cols., 2006 
IL-12 GAATTCTCGGCAGGTGGAAG GTGCTCCACGTGTCAGGGTA Lacroux y 
cols., 2006 
IL-13 AGAACCAGAAGGTGCCGCT GGTTGAGGCTCCACACCATG Lacroux y 
cols., 2006 
IL-17 TGTGAGGGTCAACCTGAACAT TGATAATCGGTGGGCCTTCTG Kuypers y 
cols., 2013 
IL-23 GGGAAGTGGACAGAGGTTCC CTGCCTCTCCAATCTGGGTG Kuypers y 
cols., 2015 
TNF-α CCCGTCTGGACTTGGATCCT TGCTTTTGGTGCTCATGGTG Lacroux y 
cols., 2006 
TGFβ1 GAACTGCTGTGTTCGTCAGC GGTTGTGCTGGTTGTACAGG McNelly y 
cols., 2013 
Arginasa GCGGAAGTCAAGAAGACTGG AGGTTGTCCATGCAAGTTCC Propio del 
estudio ± 
iNOS TAGAGGAACATCTGGCCAGG TGGCAGGGTCCCCTCTGATG Propio del 
estudio^ 
Eotaxina ACAAGAAAATCTGTGTTGATCCCC CCATGGCATTCTGGACCC Kuypers y 
cols., 2013 
B2M TTCTGTCCCACGCTGAGTTCA CAACCCAAATGAGGCATCGT * 
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Β-actina ACCAGTTCGCCATGGATGA AGCCGTTGTCAACCACGAG Lacroux y 
cols., 2006 
GAPDH GGTGATGCTGGTGCTGAGTA TCATAAGTCCCTCCACGATG Kuypers y 
cols., 2013 
Tabla 2. Cebadores (primers) utilizados en el análisis de citoquinas mediante qPCR. 
*Cortesía de Pacheco, I.L. ± basado en arginasa 1 de Ovis aries (XM_004011324). ^ 
basado en las secuencias bovinas descritas por Adler y cols., 1995, usando el gen de la 
óxido nítrico sintasa 2 de Ovis aries (XM_004012488). 
La qPCR se realizó atendiendo a las siguientes condiciones de ciclos 
térmicos: primero, un ciclo de 95ºC durante 10 minutos; seguido de 39 ciclos 
de: 95ºC durante 10 segundos, 55ºC durante 15 segundos, 72ºC durante 20 
segundos y 72ºC durante 5 minutos.  
El análisis para el cálculo de la expresión relativa de cada gen se 
llevó a cabo mediante el método  2 delta-delta Ct propuesto por Pfaffl (Pfaffl 
y cols., 2001). Este método tiene como característica el tener en cuenta las 
eficiencias de la amplificación y permite así calcular de una manera más 
precisa la expresión relativa del gen de interés con respecto al de referencia. 
Este método es de gran utilidad puesto que también considera las variaciones 
intrínsecas entre los individuos de un mismo grupo experimental y no sólo 
las inducidas por las condiciones derivadas de la infección con F. hepatica. 
En este análisis Pfaffl se compararon los valores del ciclo umbral (Ct) de las 
muestras de interés frente a un control y fueron normalizadas con tres genes 
constitutivos: β-actina, B2M y GADPH utilizando geNorm. geNorm es un 
algoritmo a partir del cual se puede calcular un factor de normalización de 
la expresión génica para cada muestra en función de la media geométrica de 
un número de genes de referencia definido por el usuario. 
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Para que este método se considerara como válido, se verificaron la 
eficiencia de amplificación de las reacciones individuales usando el paquete 
de cuantificación comparativa Rotor-Gene Q software v2.1.0. El análisis de 
la temperatura de hibridación (annealing temperature) y la curva de fusión 
(melt-curve) se determinaron para comprobar los productos de ADN simple 
producidos por este set de cebadores. 
 ANÁLISIS PROTEÓMICO DEL LÍQUIDO PERITONEAL 
OVINO MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRÍA DE MASAS. 
Se llevó a cabo un análisis de los péptidos obtenidos del líquido 
peritoneal (Apartado 3.2.2.2.1. de Material y Métodos) mediante ionización 
por electrospray y espectrofotometría de masas en tándem (ES/MS-MS). 
Para ello, se utilizó una fuente de ionización mediante electrospray, y un 
Ekspert Nano LC 425 (Eksigent) acoplado a un espectómetro de masas de 
tipo TripleTOF® 5600+ (AB Sciex). Los resultados de la huella peptídica 
fue generada por algoritmos de Paragon y Porgroup (Protein Pilot versión 
5.0; Sciex) utilizando parámetros predeterminados. 
Todos los espectros MS/MS fueron analizados con Mascot (versión 
2.4.0.) y comparados con la base de datos de proteínas de oveja Uniprot 
(27174 entradas). Los principales parámetros iniciales de búsqueda fueron: 
tripsina como enzima, carbamidometilcisteína como modificación fija, 
posibilidad de dos cortes fallidos de enzima, tolerancia de 0,10 Da en los 
iones parental y fragmento y la oxidación de la metionina se especificó como 
una modificación variable. 
Para validar la identificación de los péptidos y proteínas basados en 
la MS/MS se utilizó el software Scaffold (versión 4.6.2; Proteome Software 
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Inc). Los péptidos identificados eran aceptados si se establecían con una 
probabilidad de más del 95% de alcanzar una proporción de falsos positivos 
(FDR/false Discovery rate) menor del 1% mediante el algoritmo de Scaffold 
Local FDR. La probabilidad de las proteínas fue asignada mediante el uso 
del algoritmo Protein Prophet. Aquellas proteínas que no pudieron ser 
diferenciadas, basadas en el análisis MS/MS, pero que contenían péptidos 
similares, fueron agrupadas, atendiendo a los principios de la parsimonia. 
La abundancia de proteínas fue calculada mediante el software Scaffold y 
se basó en el protocolo de índice de abundancia de proteínas 
exponencialmente modificadas (emPAI) normalizado. Un valor mínimo de 
normalización de 0,05 fue añadido a todos los valores para compensar los 
valores nulos o negativos y para permitir la transformación de registro de 
los datos.  
Las medias de los valores de emPAI procedentes de los replicados 
biológicos (se utilizó un segundo replicado biológico procedente de un 
experimento que se llevó a cabo en Queen’s Univerity Belfast de líquido 
peritoneal de ovejas no infectadas y ovejas infectadas y eutanasiadas a los 
18 dpi) se usaron para el análisis estadístico de la abundancia de proteínas, 
calculándose la diferencia en aumento o disminución de veces de 
abundancia (fold change) de proteínas de los animales infectados en 
comparación con el grupo control no infectado.  
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 ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
3.7.1. Análisis estadístico de resultados obtenidos con la técnica de 
inmunocitoquímica en frotis de líquido peritoneal. 
En el estudio estadístico de los resultados de inmunocitoquímica se 
calcularon los parámetros descriptivos habituales (media y DE de cada 
grupo). Para comprobar si las distribuciones de los datos se ajustaban o no 
a una distribución normal se realizaron las pruebas de Kolmogorov-
Smirnov. La comparación entre grupos se realizó mediante una prueba T de 
Student para aquellos datos que se ajustaron a una distribución normal y la 
prueba U de Mann-Whitney para los datos que no se ajustaron. Las 
comparaciones múltiples se realizaron mediante el test de ANOVA. En 
ambos casos, se consideró como significativo un nivel de P<0,05. El 
software utilizado para la realización del estudio estadístico correspondió al 
paquete informático Graphpad Prism 7.0 software package (Graphpad 
Software, Inc., San Diego, California).  
3.7.2. Análisis estadístico de los resutlados de expresión génica y de 
proteómica. 
Los resultados de expresión de citoquinas se analizaron 
estadísticamente utilizando los tests U de Mann Whitney y ANOVA de una 
cola con Tukey’s post hoc en GraphPad Prism versión 6.00. Los valores de 
P<0,05 se consideraron estadísticamente significativos.  
Los resultados de proteómica se sometieron a t-test pareado con 
comparaciones múltiples en el software Scaffold, y el valor de P<0.05 fue 
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considerado estadísticamente significativo. El análisis de correlación para 
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 ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNITARIA EN EL 
LÍQUIDO PERITONEAL. 
4.1.1. Respuesta inmunitaria de tipo celular. 
4.1.1.1. Contaje absoluto de leucocitos peritoneales.  
Los resultados del contaje absoluto de leucocitos peritoneales en los 
experimentos 1 y 2 expresados en millones de células por mililitro (x106 
céls/ml) y como media±DE de cada grupo se muestran en la Tabla 3. 
En los experimentos 1 y 2, se observó un aumento estadísticamente 
significativo (P<0,05) en el contaje absoluto de los leucocitos del líquido 
peritoneal a los 9 y 18 dpi en comparación con el grupo control no infectado 
(NI) de cada uno de estos dos experimentos. En concreto, en la experiencia 
1, el contaje absoluto de leucocitos fue de 19 x106 céls/ml ±8,2 a los 9 dpi y 
de 29,7 x106 céls/ml ±6,6 a los 18 dpi, con un contaje absoluto de leucocitos 
en el grupo NI de 5,2 x106 céls/ml ±1,2. En la experiencia 2, el contaje 
absoluto de leucocitos fue de 74,2 x106 céls/ml ±20,1 a los 9 dpi y de 497,7 
x106 céls/ml ±122 a los 18 dpi; mientras que en el grupo NI fue de 4 x106 
céls/ml ±0,8. Según se puede observar, este aumento fue mucho más 
marcado en el experimento 2, existiendo en este último diferencias 
significativas (P<0,01) en la cantidad de leucocitos a los 3 dpi (7,4 x106 
céls/ml ±1,4), 9 dpi (74,2 x106 céls/ml ±20,1) y 18 dpi (497,9 x106 céls/ml 
±122) en comparación con el experimento 1, (3 dpi: 2,1 x106 céls/ml ±. 0,5; 
9 dpi: 19 x106 céls/ml ±8,2; 18 dpi: 29,7 x106 céls/ml ±6,6). 
En contraposición, en el experimento 1, a los 1 dpi (2 x106 céls/ml 
±0,5) y 3 dpi (2,1 x106 céls/ml ±0,5), se observó una disminución 
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significativa (P<0,05) en el contaje absoluto de leucocitos en comparación 
con el grupo NI (5,2 x106 céls/ml ±1,2). Sin embargo, este resultado no tuvo 
lugar en el experimento 2, en el que el contaje a los 1 y 3 dpi fue de 3,3 
x106 céls/ml ±1,6 y 7,4 x106 céls/ml ±1,4, respectivamente, representando 
ambos un incremento ligero y sin cambios significativos con respecto al 
grupo NI (4 x106 céls/ml ±0,8).  
 NI 1 dpi 3 dpi 9 dpi 18 dpi 
Exp. 1 5,2±1,2 2±0,5* 2,1±0,5* 19±8,2* 29,7±6,6Ø 
Exp. 2 4±0,8 3,3±1,6 7,4±1,4§ 74,2±20,1Ø¤ 497,9±122Ø§ 
Tabla 3. Contaje absoluto de leucocitos peritoneales (x106 células/ml) en el grupo 
control no infectado (NI) y en los animales infectados y eutanasiados a los 1, 3, 9 y 18 
dpi en los experimentos (Exp.) 1 y 2, expresados como media±DE.  *Diferencia 
estadísticamente significativa *(P<0,05), Ø(P<0,01) con respecto al grupo NI.   
§Diferencia significativa (P<0,01); ¤(P<0,05) del experimento 2 con respecto al 
experimento 1.  
4.1.1.2. Contaje diferencial de leucocitos peritoneales. 
4.1.1.2.1. Contaje diferencial expresado en porcentaje. 
Los resultados del contaje diferencial de leucocitos peritoneales en 
los experimentos 1 y 2 expresados en porcentaje y como media±DE de cada 
grupo se muestran en la Tabla 4 y en la Figura 8. 
En los experimentos 1 y 2, la mayoría de los leucocitos peritoneales, 
tanto en el grupo control no infectado como a los 1 y 3 dpi, estaba 
representada por macrófagos, seguida por linfocitos y con presencia 
ocasional de eosinófilos. 
En el experimento 1, tuvo lugar un aumento significativo (P<0,01) 
en el porcentaje de linfocitos a los 9 dpi (60,5%±18,1) en comparación con 
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el resultado para este tipo celular en el grupo NI (40,7%±18,6). Sin embargo, 
en estos 9 dpi se produjo una disminución (P<0,01) en el porcentaje de 
macrófagos (12,1%±5,5), hecho que también ocurre a los 18 dpi (P<0,05) 
(25,8%±28,2), ambos resultados en comparación al grupo NI (55,8%±19). 
Con respecto al porcentaje de eosinófilos, se observó un aumento 
significativo (P<0,05) a los 9 dpi (24,3%±14,7) y a los 18 dpi (P<0,01) 
(49,2%±24) en comparación con el grupo NI (2,1%±1,9). 
En el experimento 2 se produjo, a los 9 dpi, un aumento significativo 
(P<0,05) en el porcentaje de linfocitos (63,6%±16), aunque este resultado 
disminuye (P<0,05) a los 18 dpi (15,5%±7,8), ambos en comparación al 
porcentaje de linfocitos en el grupo NI (39,4%±10,6). Tuvo lugar una 
disminución (P<0,001) en el porcentaje de macrófagos a los 9 dpi 
(18%±6,3) y a los 18 dpi (11,4%±3,9) respecto al grupo NI (56%±11,1). 
Con respecto al porcentaje de eosinófilos, éste aumentó de manera 
significativa (P<0,05) a los 9 dpi (18,1%±10,5) y a los 18 dpi (P<0,001) 
(72,9%±10,9) con respecto al porcentaje de eosinófilos que presentó el 
grupo NI (4,4%±4,2).  
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No se encontraron diferencias en el porcentaje de linfocitos, 
macrófagos y eosinófilos en la comparación estadística realizada entre los 
experimentos 1 y 2. 
Tabla 4. Contaje diferencial de leucocitos peritoneales (linfocitos, macrófagos y 
eosinófilos) expresados como porcentajes de la media±DE de los grupos NI y 
1, 3, 9 y 18 dpi en los Experimentos (Exp.) 1 y 2. *Diferencia significativa 
*(P<0,05), §(P<0,01), ¤(P<0,001). 
 
Exp. 1 NI 1 dpi 3 dpi 9 dpi  18 dpi 
Linfocitos 40,7±18,6 35,3±35,3 44,1±11,5 60,5±18,1§ 24,1±19,5 
Macrófagos 55,8±19 61,3±13,8 53,3±11,5 12,1±5,5§ 25,8±28,2* 
Eosinófilos 2,1±1,9 1,3±2,4 2,2±2,6 24,3±14,7* 49,2±24§ 
      
Exp. 2 NI 1 dpi 3 dpi 9 dpi  18 dpi 
Linfocitos 39,4±10,6 35,6±12 46,4±20,4 63,6±16* 15,5±7,8* 
Macrófagos 56±11,1 64,1±11,7 50,9±22,6 18±6,3¤ 11,4±3,9¤ 
Eosinófilos 4,4±4,2 0,2±0,3 2,3±2,5 18,1±10,5* 72,9±10,9¤ 
Figura 7. Microfotografía (x100 aumentos) de frotis de líquido peritoneal de 
un animal 9 dpi del experimento 2 sometidos a técnica de inmunocitoquímica 
con CD68 y tinción con hematoxilina-eosina (Apartado 3.2. de Material y 
Métodos). En ambas microfotografías se pueden diferenciar  linfocitos (núcleo 
basófilo y citoplasma tenue y escaso), macrófagos (núcleo ovoide y citoplasma 
rojizo-inmunorreactivo frente a CD68) y eosinófilos (núcleo basófilo 
bilobulado y citoplasma acidófilo). 
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Figura 8. Contaje diferencial de leucocitos peritoneales (linfocitos, 
macrófagos y eosinófilos) expresados como porcentajes de la media±DE de 
los grupos NI y 1, 3, 9 y 18 dpi en los experimentos 1 y 2 (barras negra y 
gris, respectivamente). Diferencia significativa: *(P<0,05), §(P<0,01), 
¤(P<0,001) con respecto al grupo NI. 
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4.1.1.2.2. Contaje diferencial absoluto. 
Con los resultados del contaje absoluto de leucocitos peritoneales y 
del contaje diferencial expresado en porcentaje de leucocitos peritoneales, 
se pudo calcluar el contaje diferencial absoluto de leucocitos peritoneales 
multiplicando el porcentaje de cada tipo celular por el contaje absoluto de 
leucocitos peritoneales. El contaje diferencial absoluto se expresó  en 
millones de células por mililitro (x106 céls/ml). Los valores de estos 
resultados están representados en la Tabla 5. 
En el experimento 1, se observó un incremento significativo 
(P<0,001) a los 9 dpi (12,7 x106 céls/ml ±2,5) y a los 18 dpi (P<0,05) (7,1 
x106 céls/ml ±5,7) en el contaje diferencial absoluto de linfocitos 
peritoneales en comparación con el grupo NI (1,6 x106 céls/ml ±0,9). Con 
respecto al número de macrófagos, tuvo lugar una disminución significativa 
al 1 dpi (P<0,01) (1,2 x106 céls/ml ±0,2), 3 dpi (P<0,001) (1,1 x106 céls/ml 
±0,2) y 9 dpi (P<0,05) (1,6 x106 céls/ml ±1) con respecto al grupo NI (3,1 
x106 céls/ml ±0,6). Sin embargo, el contaje diferencial absoluto de 
macrófagos a los 18 dpi aumenta a los 18 dpi (7,6 x106 céls/ml ±8,4) en 
comparación con el grupo NI (3,1±0,6), aunque este último cambio no es 
significativo. El número de eosinófilos disminuyó (P<0,01) al 1 dpi (0,02 
x106 céls/ml ±0,04) y a los 3 dpi (P<0,05) (0,04 x106 céls/ml ±0,05), pero 
aumentó (P<0,01) a los 9 dpi (3,9 x106 céls/ml ±2,1) y a los 18 dpi (P<0,01) 
(14,6 x106 céls/ml ±7,1) en comparación con el grupo NI (0,3 x106 céls/ml 
±0,5). 
En el experimento 2, se produjo un aumento de linfocitos (P<0,05) 
a los 3 dpi y a los 9 dpi (P<0,001) (48,5 x106 céls/ml ±9,6) y 18 dpi (p<0,01) 
(77,3 x106 céls/ml ±38,8) en comparación con el grupo NI (1,5 x106 céls/ml 
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±0,4). El contaje absoluto de macrófagos aumentó de manera significativa 
(P<0,001) a los 9 dpi (13,4 x106 céls/ml ±4,7) y a los 18 dpi (57,2 x106 
céls/ml ±19,5) con respecto al grupo NI (2,2 x106 céls/ml ±0,4). El número 
de eosinófilos aumentó (P<0,01) a los 9 dpi (13,4 x106 céls/ml ±7,8) y de 
manera muy acusada, a los 18 dpi (P<0,001) (363,4 x106 céls/ml ±54,4) en 
comparación con el grupo NI (0,1 x106 céls/ml ±0,1). 
Tabla 5. Contaje diferencial absoluto de leucocitos peritoneales expresados en 
millones de células/ml (x106 céls/ml). Diferencia significativa: *(P<0,05), §(P<0,01), 
¤(P<0,001) con respecto al grupo NI. 
  
Exp. 1 NI 1 dpi 3 dpi 9 dpi 18 dpi 
Linfocitos 1,6±0,9 0,7±0,3 0,9±0,2 12,7±2,5¤ 7,1±5,7* 
Macrófagos 3,1±0,6 1,2±0,2§ 1,1±0,2¤ 1,6±1* 7,6±8,4 
Eosinófilos 0,3±0,5 0,02±0,04§ 0,04±0,05* 3,9±2,1§ 14,6±7,1§ 
Exp. 2 NI 1 dpi 3 dpi 9 dpi 18 dpi 
Linfocitos 1,5±0,4 1,1±0,3 3,4±1,5* 48,5±9,6¤ 77,3±38,8§ 
Macrófagos 2,2±0,4 2,1±0,3 3,7±1,6 13,4±4,7¤ 57,2±19,5¤ 
Eosinófilos 0,1±0,1 0,005±0,01 0,2±0,1 13,4±7,8§ 363,4±54,4¤ 
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4.1.1.3. Estudio del inmunofenotipado de los macrófagos y células 
dendríticas del líquido peritoneal mediante inmunocitoquímica. 
4.1.1.3.1. Estudio en macrófagos de los marcadores CD14, CD206 e 
iNOS 
• Anticuerpo monoclonal anti-CD14. 
El marcador CD14 es una glicoproteína de membrana identificada 
en la superficie de macrófagos que tiene un papel importante tanto en la 
eliminación de células apoptóticas como en la iniciación de respuestas 
inflamatorias (Simmons y cols., 1989; Ulevitch y cols., 1995).  
Los resultados, expresados en porcentaje de macrófagos positivos 
frente a CD14 en las experiencias 1 y 2, están representados en la Figura 10 
y en la Tabla 6. Los resultados obtenidos con este anticuerpo mostraron un 
patrón de inmunorreacción citoplasmático granular en aquellos leucocitos 
peritoneales con abundante citoplasma y núcleo redondeado-ovoide, células 
de características morfológica similares a las que presentaron positividad 
frente al anticuerpo anti CD68 (macrófagos).similares a las que presentaron 
positividad frente al anticuerpo anti-CD68 (macrófagos) (Figura 9A y B). 
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Figura 9 A y B. Microfotografías de frotis de líquido peritoneal a 
x100 aumentos a x400 aumentos de animales de 3 dpi (A) y 18 dpi 
(B) del experimento 2 sometidos a inmunocitoquímica con el 
anticuerpo anti-CD14. Se observa una inmunorreacción (color 
rojizo) en el citoplasma de macrófagos peritoneales (flechas). 
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Tanto en el experimento 1 como en el experimento 2, se observó 
un aumento en el número de macrófagos positivos frente a CD14 a los 3, 9 
y 18 dpi con respecto al grupo NI. Concretamente, en el experimento 1, 
tuvo lugar un aumento significativo (P<0,05) en el porcentaje de macrófagos 
positivos frente a CD14 en las ovejas a los 3 dpi (71,6%±10,2), a los 9 dpi 
(59,7%±10,3) y a los 18 dpi (88,7%±2,3) con respecto al grupo control no 
infectado (16,1%±7,8). De manera similar, en el experimento 2 tuvo lugar 
un aumento significativo (P<0,05) en el porcentaje de macrófagos CD14 
positivos en los animales de los grupos 3 dpi (78,1%±13,1), 9 dpi 
(74,5%±16,9) y 18 dpi (69%±12,9) con respecto al grupo control no 
infectado (51,2%±11,1). 
 
Figura 10. Porcentaje de macrófagos peritoneales positivos frente a CD14 
expresados como la media±DE de los grupos NI, 1, 3, 9 y 18 dpi en las 
experiencias 1 y 2. Diferencia significativa *(P<0,05) con respecto al 
grupo control NI. 
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Además, se realizó una valoración semi-cuantitativa de la intensidad 
de la inmunorreacción en los experimentos 1 y 2, empleando la siguiente 
graduación según la intensidad: 1, leve; 2, media; 3, intensa; 4, muy intensa. 
Los macrófagos sometidos a inmunocitoquímica frente a CD14 en 
los experimento 1 y 2 presentan una inmunorreacción citoplasmática muy 
intensa a los 3, 9 y 18 dpi, siendo esta inmunorreacción de grado leve en los 
frotis de los animales del grupo control no infectado (Tabla 6). 




















Tabla 6. Porcentaje de macrófagos positivos frente a CD14 expresados como la 
media±DE de los grupos NI y 1, 3, 9 y 18 dpi en los experimentos (Exp.) 1 y 2. La 
valoración semi-cuantitativa de la intensidad de inmunorreacción se indica entre 
paréntesis (1, leve; 2, media; 3, intensa; 4, muy intensa). 
 
• Anticuerpo policlonal anti-CD206. 
El receptor de manosa o CD206 es una lectina de tipo C que 
pertenece al grupo de los receptores de reconocimiento de patrones 
(PRRs/Pattern Recognition Receptors) presentes en la superficie de los 
macrófagos y que identifican patógenos (Underhill y Ozinsky, 2002). 
Recientemente, se ha descrito la validez que posee el CD206 como marcador 
de macrófagos activados por la vía alternativa o M2 (Ampem y cols., 2016).  
Los resultados expresados en porcentaje de macrófagos positivos 
frente a CD206 en las experiencias 1 y 2, están representados en la Figura 
12 y en la Tabla 7. 
Tesis Doctoral Mª Teresa Ruiz Campillo 
174 | P á g i n a  
En nuestro trabajo, la reacción frente al anticuerpo anti-CD206 se 
presentó en el citoplasma de células de morfología compatible con 
macrófagos, tal y como se observó con los anticuerpos anti-CD14 y anti-
CD68, siendo el patrón de inmunorreacción de tipo granular (Figura 11A, 
B, C y D). 
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Figura 11 A y B. Microfotografías (x400 aumentos) de frotis de líquido 
peritoneal del experimento 2 sometidos a inmunocitoquímica frente a 
CD206. (A); frotis de animal del grupo NI con un macrófago cuya 
inmunorreacción citoplasmática es leve (flecha). (B) frotis de animal 1, 
en que la intensidad de inmunorreacción citoplasmática es elevada en los 
macrófagos (flechas). 
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Figura 11 C y D. Microfotografías (x400 aumentos) de frotis de líquido 
peritoneal del experimento 2 sometidos a inmunocitoquímica frente a 
CD206. Frotis de animal del grupo 9 dpi (C) y 18 dpi (D, en los que la 
intensidad de inmunorreacción citoplasmática es elevada en los 
macrófagos (flechas). 
Mª Teresa Ruiz Campillo Resultados 
177 | P á g i n a  
En el experimento 1, el porcentaje de macrófagos peritoneales que 
expresaron positividad frente a CD206 incrementó de manera significativa 
(P<0,05) en los animales de los grupos 1 dpi (69,2%±6,3), 3 dpi 
(71,3%±17,3), 9 dpi (59,4%±6,3) y 18 dpi (70,7%±8) en comparación con 
el grupo NI (25,3%±2,3). De manera similar, en el experimento 2 también 
se produce un incremento de macrófagos positivos frente a CD206 a los 1 
dpi (81,4%±8,6), 3 dpi (83,9%±15,4), 9 dpi (87%±5,7) y 18 dpi (90,9%±8) 
en comparación con el grupo NI (20,9%±4,4). 
 
En los experimentos 1 y 2, el anticuerpo anti-CD206 mostró una 
intensidad de inmunorreacción leve en los macrófagos peritoneales del 
grupo control no infectado. Sin embargo, la expresión de este anticuerpo 
Figura 12. Porcentaje de macrófagos positivos frente a CD206 
expresados como la media±DE de los grupos NI, 1, 3, 9 y 18 dpi en 
los experimentos 1 y 2. Diferencia significativa *(P<0,05) con 
respecto al grupo control NI. 
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adquirió una tinción muy intensa en los macrófagos peritoneales de los 




Tabla 7. Porcentaje de macrófagos positivos frente a CD206 expresados como la 
media±DE de los grupos NI y 1, 3, 9 y 18 dpi en los experimentos (Exp.) 1 y 2. La 
valoración semi-cuantitativa de la intensidad de inmunorreacción se indica entre 
paréntesis (1, leve; 2, media; 3, intensa; 4, muy intensa). 
 
• Anticuerpo policlonal anti- iNOS. 
El anticuerpo anti-iNOS se utilizó como marcador de aquellos 
macrófagos activados de manera clásica (M1) (Kurt y cols., 2014; Zhou y 
cols., 2014). 
Los resultados expresados en porcentaje de macrófagos positivos 
frente a iNOS en las experiencias 1 y 2, están representados en la Figura 14 
y en la Tabla 8. 
Los resultados obtenidos con el uso de este anticuerpo constataron 
una inmunorreación de tipo granular en el citoplasma de células de 
morfología compatible con macrófagos y, de manera ocasional, en células 
de morfología compatible con eosinófilos.  
El contaje se realizó incluyendo solamente las células con 
morfología de macrófagos (Figura 13A, B, C y D). 
CD206 NI 1 dpi 3 dpi 9 dpi 18 dpi 
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Figura 13 A y B. Microfotografías (x400 aumentos) de frotis de líquido 
peritoneal del experimento 2 sometidos a inmunocitoquímica frente a 
iNOS. Se observa una inmunorreacción (color rojizo) leve en el 
citoplasma de macrófagos peritoneales (flechas) del grupo NI (A) y una 
intensidad de inmunorreacción leve-moderada a los 1 dpi (B). 
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Figura 13 C y D. Microfotografías (x400 aumentos) de frotis de líquido 
peritoneal del experimento 2 sometidos a inmunocitoquímica frente a 
iNOS. Se observa una inmunorreacción de intensidad leve-moderada a  
los 9 dpi (C) y  18 dpi (D). 
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Con respecto a los resultados del porcentaje de macrófagos en los  
animales infectados en comparación con el grupo NI, cabría destacar que en 
el experimento 1 tuvo lugar un incremento significativo (P<0,05) de 
macrófagos positivos frente a iNOS a los 3 dpi (70,7%±9,2). En el 
experimento 2, se constató también un incremento significativo (P<0,05), 
pero esta vez a los 9 dpi (74,4%± 9,4). 
 
La intensidad de la inmunorreacción citoplasmática en los 
macrófagos positivos frente a iNOS fue leve leve en ambos experimentos, 
tanto en el grupo control no infectado como en los macrófagos a los 1, 3, 9 
y 18 dpi (Tabla 8). 
 
 
Figura 14. Porcentaje de macrófagos positivos frente a iNOS expresados 
como la media±DE de los grupos NI, 1, 3, 9 y 18 dpi en los 
experimentos 1 y 2. Diferencia significativa *(P<0,05) con respecto al 
grupo control NI. 
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iNOS NI 1 dpi 3 dpi 9 dpi 18 dpi 




















Tabla 8. Porcentaje de macrófagos positivos frente a iNOS expresados como la 
media±DE de los grupos NI y 1, 3, 9 y 18 dpi en los experimentos (Exp.) 1 y 2. La 
valoración semi-cuantitativa de la intensidad de inmunorreacción se indica entre 
paréntesis (1, leve; 2, media; 3, intensa; 4, muy intensa). 
4.1.1.3.1.1. Ratio iNOS/CD206. 
Dado que los anticuerpos anti-iNOS y anti-CD206 son marcadores 
de los macrófagos activados de manera clásica o alternativa, 
respectivamente, se calculó la ratio iNOS/CD206 para demostrar de una 
manera más precisa que el curso de la infección con F. hepatica promueve 
la activación alternativa de los macrófagos en detrimento de una activación 
clásica de éstos. Los resultados se muestran en la Tabla 9. 
En el experimento 1, la ratio iNOS/CD206 disminuyó respecto al 
grupo NI un 53,6% al 1 dpi, un 52,6% a los 3 y 9 dpi, y un 69,4% a los 18 
dpi (Tabla 9). Estos resultados sugieren que ya desde el 1 dpi se está 
produciendo una disminución notable de la ratio iNOS/CD206, 
continuándose esta disminución en los 3 y 9 dpi y acentuándose a los 18 dpi 
en comparación con el grupo NI. 
En el experimento 2, la ratio iNOS/CD206 disminuyó exactamente 
un 56,6% a los 1 y 3 dpi respecto a los valores encontrados en el grupo NI, 
un 50%a los 9 dpi y un 72,2% a los 18 dpi, confirmando los resultados del 
experimento 1. 
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iNOS/CD206 NI 1 dpi 3 dpi 9 dpi 18 dpi 












0,9 (50) 0,5 
(72,2) 
Tabla 9. Ratio iNOS/CD206 en los experimentos (Exp.) 1 y 2. En paréntesis se 
muestra el porcentaje de disminución respecto al control no infectado (NI). 
4.1.1.3.2. Estudio en las células dendríticas (CDs) con el marcador 
CD83. 
El anticuerpo anti-CD83 se ha descrito como un marcador de CDs 
maduras (Zhou y cols., 1992).  
Los resultados expresados en porcentaje de CDs positivas frente a 
CD83 en las experiencias 1 y 2, están representados en la Figura 16. 
Las células que fueron positivas frente a este anticuerpo presentaban 
un patrón de inmunorreacción granular citoplasmático (Figura 15A y B). 
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Figura 15. Microfotografías (x100 aumentos) de frotis de líquido 
peritoneal del experimento 2 sometidos a inmunocitoquímica frente a 
CD83. Se observa una inmunorreacción (color rojizo) intensa en el 
citoplasma de macrófagos peritoneales (flechas) del grupo 1 dpi (A) y 
de 18 dpi (B). 
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En lo que respecta a los resultados expresados en porcentaje de CDs 
positivas frente a CD83 en los experimentos 1 y 2, cabría destacar que en 
el experimento 1 existió un incremento significativo (P<0,05) del 
porcentaje de CDs frente a CD83 a los 1 dpi (65,8%±8,3), 3 dpi 
(53,7%±11,3), 9 dpi (42,5%±11) y 18 dpi (59,7%±22,5) con respecto al 
grupo NI (26±3,1). Por otro lado, los resultados de CDs positivas en el 
experimento 2 son los siguientes: 1 dpi (58,5%±20,2), 3 dpi (64%±18,3), 9 
dpi (63,3%±12,4), 18 dpi (46,6%±13,5) y grupo NI (37,3%±27,4). Aunque 
la tendencia en la expresión del anticuerpo anti-CD83 en el experimento 2 
es el aumento a lo largo del experimento durante los 1, 3, 9 y 18 dpi en 
comparación con el grupo NI, no se observaron diferencias estadísticamente 
significativas. En el análisis de este último dato, habría que tener en 
consideración que existe una elevada variabilidad individual en los 
resultados en el experimento 2 frente a este anticuerpo en los animales del 
grupo NI expresados en porcentaje de la media±DE.  
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4.1.1.3.3. Expresión de MHC clase II en macrófagos peritoneales.  
El complejo mayor de histocompatibilidad II (MHC-II) es una 
proteína transmembranal heterodimérica que se expresa en la superficie de 
las células presentadoras de antígenos y su función principal es la de 
presentar péptidos antigénicos a los receptores de las células T (Barclay y 
cols., 1997).  
Los resultados expresados en porcentaje de macrófagos positivos 
frente a MHC-II en las experiencias 1 y 2, están representados en la Figura 
18. 
Figura 16. Porcentaje de CDs positivas frente a CD83 expresados como la 
media±DE de los grupos NI, 1, 3, 9 y 18 dpi en los experimentos 1 y 2. 
*Diferencia significativa (P<0,05) con respecto al grupo control NI. 
Mª Teresa Ruiz Campillo Resultados 
187 | P á g i n a  
En anticuerpo monoclonal anti-MHC II mostró inmunorreacción 
granular citoplasmática con refuerzo de membrana principalmente en 
células grandes, de núcleo redondo o escotado y citoplasma amplio, 
morfología consistente con la de macrófagos (Figura 17A y B).  
Figura 17. Microfotografías (x400 aumentos) de frotis de líquido peritoneal del 
experimento 2 sometidos a inmunocitoquímica frente a MHC-II. Se observa 
una inmunorreacción (color rojizo) intensa en el citoplasma de células 
peritoneales (flechas) del grupo 3 dpi (A) y de 18 dpi (B). 
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En menor proporción también mostró expresión en células más 
pequeñas de núcleo esférico y basófilo y citoplasma escaso (linfocitos), que 
no fueron incluidos en los contajes. 
Los resultados obtenidos en la experiencia 1 confirmaron un 
aumento significativo (P<0,05) en los días 1 dpi (60,4%±7,1), 3 dpi 
(53,8%±8,6). 9 dpi (46,9%±19,9) y 18 dpi (40%±4) en comparación con el 
grupo NI (15,6%±7,1). Sin embargo, este dato no se confirmó en la 
experiencia 2, en la cual no solo no se obtuvieron resultados 
estadísticamente significativos en la expresión de MHC-II en este tipo de 
células en el transcurso de infección en comparación con el grupo control 
no infectado sino que, además, existió una elevada variabilidad individual y 
una tendencia general a la disminución en el porcentaje de macrófagos 
peritoneales positivos a lo largo de la infección. Los resultados en la 
experiencia 2 de macrófagos peritoneales  positivos frente a MHC-II fueron 
los siguientes: 1 dpi (16,8%±24,4), 3 dpi (31,8%±19), 9 dpi (22,7%±9,4), 
18 dpi (34,9%±8,6) y grupo NI (39,1%±24).  
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4.1.1.4. Estudio de la expresión génica de citoquinas en leucocitos del 
líquido peritoneal mediante PCR  tiempo real (qRT -PCR). 
A partir de los transcritos de ARNm obtenidos de las células 
peritoneales mediante trasncripción reversa, se realizó un estudio mediante 
PCR a tiempo real (qRT-PCR) para determinar y cuantificar el perfil de 
citoquinas ovinas expresadas por las células inmunocompetentes presentes 
en el líquido peritoneal del grupo de animales infectados y eutanasiados a 
los 18 dpi y de los del grupo control no infectado del experimento 1. 
La mayoría de los cebadores utilizados en este estudio se obtuvieron 
a partir de la literatura. Sin embargo, otros cebadores fueron específicamente 
diseñados como parte de este estudio, utilizando secuencias de genes de 
Figura 18.  Porcentaje de células positivas frente a MHC-II expresados como 
la media±DE de los grupos NI, 1, 3, 9 y 18 dpi en los experimentos 1 y 2. 
*Diferencia significativa (P<0,05) con respecto al grupo control NI. 
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citoquinas ovinas disponibles (Apartado 3.5.2. de Material y Métodos, Tabla 
2). 
La expresión de las citoquinas IL-1, IL-4 e IL-5, así como la 
quimiocina denominada eotaxina, no se detectó en las muestras analizadas 
del grupo control no infectado ni del grupo infectado a los 18 dpi (Figura 
19). 
Sin embargo, el análisis mediante qPCR determinó una elevada 
expresión génica de las citoquinas IL10, IL-12, IL-13, IL-23 y TGF-β, así 
como una disminución en la expresión génica de las citoquinas IFNγ, IL-17, 
y las enzimas iNOS y Arginasa, en las muestras procedentes de los animales 
infectados (18 dpi) en comparación con las muestras de los animales del 
grupo NI y en relación a tres genes constitutivos utilizados: β-actina, beta-
2-microglobulina (B2M) y gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 
(GADPH). Sin embargo, estos cambios no fueron significativos. 
Sin embargo, a pesar de que los niveles de estas cinco citoquinas 
(IL10, IL-12, IL-13, IL-23 y TGF-β) resultaron ser muy elevados en el grupo 
infectado a los 18 dpi, resultados no mostraron diferencias estadísticamente 
significativas, debido a la alta variabilidad existente entre animales. Lo 
mismo ocurre con las citoquinas IFNγ, TNFα, IL-17, y las enzimas iNOS y 
Arginasa que, a pesar de disminuir con respecto al grupo control no 
infectado, no representan un cambio estadísticamente significativo. Que no 
haya diferencias significativas podría ser consecuencia de la elevada 
variabilidad individual existente en cada grupo de animales. 
El análisis de la expresión génica relativa y cuantitativa de citoquinas 
en líquido peritoneal, representada como expresión normalizada en escala 
logarítmica en base 10 (log10) del número de veces que cambia un resultado 
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del grupo infectado 18 dpi con respecto al grupo NI, se representa en la 
Figura 19. La abundancia del transcrito del marcador inmunitario del grupo 
infectado 18 dpi se normalizó frente a la abundancia de los respectivos 
transcritos del grupo NI, siendo la abundancia en el grupo infectado 18 dpi 
igual a 1 (Figura 19). 
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4.1.2. Estudio de la respuesta inmunitaria de tipo humoral. 
Los resultados de la respuesta inmunitaria humoral en el líquido 
peritoneal en el experimento 1 en el grupo control no infectado y en el 
grupo infectado a los 18 dpi se muestran en la Figura 20. 
Los resultados de la técnica de inmunoblotting para la detección de 
anticuerpos específicos frente a la catepsina L1 de F. hepatica (rFhCL1) 
Figura 19. Análisis de la expresión génica relativa y cuantitativa de citoquinas 
en líquido peritoneal, representada como expresión normalizada en escala 
logarítmica en base 10 /log10) del número de veces que cambia un resultado 
del grupo infectado 18 dpi con respecto al grupo NI. Los datos están 
resprestnadros por la media±DE de los cambios en la abundancia de los 
transcritos estudiados (fold change) en relación a los genes cconstitutivos: β-
actina, B2M Y GAPDH. 
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constataron la presencia de estos anticuerpos en el líquido peritoneal de 
animales infectados (18 dpi). Sin embargo, no se detectaron anticuerpos 
específicos frente a rFhCL1 en los animales del grupo control no infectado. 
(Figura 20, A). 
La determinación llevada a cabo mediante técnica de ELISA del 
nivel de respuesta de IgG total en el líquido peritoneal frente a rFhCL1 
resultó en la obtención de niveles estadísticamente significativos (P<0,01) 
en el líquido peritoneal de los animales 18 dpi en comparación con el grupo 
control no infectado (Figura 20, B). 
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 ANÁLISIS PROTEÓMICO DEL LÍQUIDO PERITONEAL. 
Los resultados del análisis proteómico se obtuvieron a partir de las 
muestras de líquido peritoneal obtenido en el experimento 1, procedente de 
animales control no infectados y de animales infectados y sacrificados a los 
18 dpi junto con un replicado biológico. Este replicado biológico consistió 
en muestras de líquido peritoneal procedentes tanto de animales control no 
infectados como de animales 18 dpi y procesadas mediante el mismo 
procedimiento descrito en los Apartados 3.2.2.2 y 3.2.2.2.1. de Material y 
Figura 20. Análisis de la respuesta inmunitaria de tipo humoral en el líquido 
peritoneal en el experimento 1. (A) Detección de anticuerpos específicos frente 
a rFhCL1 en el líquido peritoneal mediante inmunoblotting. (B) Nivel de 
respuesta IgG en líquido peritoneal frente a rFhCL1, determinada por el nivel 
de absorbancia a 450 nm mediante ELISA. FhCL1: Control positivo de rFhCL1; 
NI_LP: Líquido peritoneal (LP) procedente de un pool (n=5) de animales del 
grupo control no infectado (NI); I_LP: LP procedente de un pool (n=5) de 
animales infectados y eutanasiados a los 18 dpi (I). Las barras (B) representan la 
media ±DE de cada pool (n=5) por triplicado. *Diferencia significativa 
(P<0,01). 
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Métodos y fueron obtenidas de un experimento llevado a cabo en Queen’s 
University (Belfast, Reino Unido).  
El análisis proteómico del líquido peritoneal reveló un total de 176 
proteínas, basadas en al menos dos péptidos únicos, presentes en el líquido 
peritoneal de los animales infectados a los 18 dpi en comparación con los 
animales del grupo control no infectado (ver Anexo 1). 
Para ello, se separaron las proteínas mediante electroforesis bajo 
condiciones desnaturalizantes y después cortando fracciones por encima y 
por debajo de las proteínas predominantes del hospedador (albúmina de 67 
kDa) (Figura 21). 
Figura 21. Electroforesis en gel 4-12% SDS-PAGE del “pool” de líquido 
peritoneal de los animales no infectados (NI) y del pool de los animales 
infectados (I). El recuadro blanco indica la posición de la albúmina. Los 
guiones indican las secciones (kDa) del gel usadas para el análisis 
proteómico. 
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Figura 22. Volcano plot análisis de las diferencias estadísticamente 
significativas (significant) entre los animales no infectados y los infectados, 
resaltadas en verde (P<0,05). 
Figura 23. Representación de las proteínas identificadas en el líquido 
peritoneal que mostraron sobreexpresión en los animales infectados (18 
dpi), basada en la concentración de proteína. El fold change, representado 
en una escala logarítmica en base 2 (log2 scale), se calculó en base a las 
diferencias en la concentración de proteína (valores emPAI) entre las 
muestras de líquido peritoneal de los grupos no infectado e infectado. 
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Entre las proteínas identificadas en el líquido peritoneal, se 
encontraron proteínas procedentes del hígado con funciones estructurales, 
como proteínas de la matriz extracelular, del tejido conectivo y del epitelio, 
incluyendo el colágeno VI, fibronectina y fibrocistina. Además, se 
identificaron también inmunoglobulinas y factores del sistema del 
complemento. Las proteínas resultantes del estudio proteómico se 
clasificaron atendiendo a su procedencia y funcionalidad en los siguientes 
grupos: 
A. Proteínas relacionadas con la sangre y el sistema 
inmunitario (Figura 24): Teniendo en cuenta el número de 
veces que aumenta la cantidad de cada proteína en el líquido 
peritoneal de animales infectados (18 dpi) en comparación 
con el de animales no infectados, cabe destacar la cadena alfa 
de la proteína de unión C4b (2,2 veces), el subcomponente 
C1s del sistema del complemento (2,1 veces) y el precursor 
del clúster de diferenciación antigénica de monocitos CD14 
(1,7 veces). En cuanto a aquellas proteínas cuya cantidad 
disminuye a los 18 dpi en comparación con el grupo no 
infectado, cabría destacar la proteína C4 del sistema del 
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complemento (0,3) y la tetranectina (0,4). A pesar de estos 
cambios, no existieron diferencias significativas. 
 
B. Proteínas de adhesión y relacionadas con el ciclo celular 
(Figura 25): 
Las proteínas estructurales del hígado relacionadas 
con la matriz extracelular fueron las que mostraron un mayor 
incremento en el líquido peritoneal de los animales 
infectados a los 18 dpi comparado con el grupo control no 
infectado. Entre estas proteínas destacan la periostina, que 
Figura 24. Perfil de expresión en valores normalizados de las proteínas 
relacionadas con la sangre y el sistema inmunitario. El número de veces (fold 
change) que las proteínas cambian su proporción en la escala logarítima en base 
2 (log2 scale) se calculó en base a las diferencias en la concentración de proteína 
(valores emPAI) entre las muestras de líquido peritoneal de los animales no 
infectados y de los infectados (18 dpi). 
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aumentó 5,8 veces más en el grupo infectado 18 dpi en 
comparación con el grupo control no infectado, y siendo éste 
un cambio estadísticamente significativo (P<0,05). También 
cabe destacar la molécula de adhesión celular vascular 1 
(VCAM-1/vascular cell adhesion molecule-1), la cual 
representa un aumento de 3 veces respecto al grupo no 
infectado, aunque ésta no represente un cambio 
estadísticamente significativo a los 18 dpi con comparación 
con el grupo control no infectado. 
La proteína periostina se ha asociado con la presencia 
de trastornos inflamatorios. En concreto, se ha demostrado 
que ésta podría desempeñar un importante papel como 
biomarcador a nivel sistémico de la eosinofilia presente en 
las vías respiratorias de pacientes asmáticos (Jia y cols., 
2012; Liu y cols., 2014). La VCAM-1 es una molécula de 
adhesión de leucocitos cuya expresión se ha demostrado en 
células endoteliales estimuladas por citoquinas in vitro. Su 
función parece estar relacionada con la mediación en la 
infiltración de leucocitos mononucleares a nivel de los vasos 
y del intersticio (Bacchi y cols., 1993).  
En cuanto a las proteínas de este grupo cuya cantidad 
disminuye en el grupo infectado 18 dpi en comparación con 
el grupo no infectado, destacan la subunidad de tipo alfa del 
proteasoma (0,2 veces) (P<0,05) y la proteína NDRG1 (0,3 
veces) (P<0,01).  
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Figura 25. Perfil de expresión en valores normalizados de las proteínas de 
adhesión y relacionadas con el ciclo celular. El número de veces (fold change) 
que las proteínas cambian su proporción en la escala logarítima en base 2 (log2 
scale) se calculó en base a las diferencias en la concentración de proteína 
(valores emPAI) entre las muestras de líquido peritoneal de los animales no 
infectados y de los infectados (18 dpi). 
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C. Proteínas relacionadas con el citoesqueleto y el colágeno 
(Figura 26):  
En este grupo cabría destacar el aumento en el líquido 
peritoneal a los 18 dpi de la proteína fibronectina (2,7 veces) 
y de la proteína de colágeno alfa 1 (VI) (2,5 veces) en 
comparación con el grupo control no infectado. Con respecto 
a aquellas que disminuyen, se encuentran la proteína de 
colágeno alfa 1 (XIV) (0,3 veces) y la proteína lumican (0,4 
veces). Sin embargo, no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas. 
 
Figura 26. Perfil de expresión en valores normalizados de las proteínas relacionadas 
con el citoesqueleto y el colágeno. El número de veces (fold change) que las 
proteínas cambian su proporción en la escala logarítima en base 2 (log2 scale) se 
calculó en base a las diferencias en la concentración de proteína (valores emPAI) 
entre las muestras de líquido peritoneal de los animales no infectados y de los 
infectados (18 dpi). 
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 ESTUDIO ANATOMOPATOLÓGICO DEL HÍGADO. 
Para determinar el daño hepático causado por F. hepatica en el 
experimento 1 en los animales a los 18 dpi en comparación con los animales 
no infectados, se procedió a la realización de un estudio macroscópico, 
describiendo las lesiones observadas en la superficie del hígado, e 
histopatológico, detallando los hallazgos y las alteraciones microscópicas, 
relacionadas con los estadios tempranos de la infección con F. hepatica. 
4.3.1. Estudio macroscópico del hígado. 
Los hígados procedentes de los animales del grupo control no infectado no 
presentaron alteraciones macroscópicas en ninguna de sus caras, 
diafragmática (Figura 27, A), correspondiéndose con imágenes de hígados 
de oveja normales.  
Sin embargo, los hígados de los animales infectados del grupo 18 dpi, 
presentaban perihepatitis fibrosas con trayectos tortuosos de color blanco-
amarillento cuyo tamaño oscilaba entre los 0,2 y los 1,5 cm de longitud, 
estando localizados principalmente en la cara diafragmática del lóbulo 
izquierdo del hígado, consistente con las lesiones producidas en las 
infecciones por F. hepatica (Figura 27, B). Además, algunos animales 
presentaban en el parénquima hepático lesiones puntiformes milimétricas o 
pequeños trayectos de color rojizo asociadas a hiperemia y hemorragias. 
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Figura 27. Comparación de los cambios anatomopatológicos en hígado a 
nivel macroscópico. (A) Hígado sin alteraciones macroscópicas de una 
oveja procedente del grupo NI. (B) Hígado de una oveja del grupo 
infectado 18 dpi que presenta numerosos trayectos parasitarios tortuosos en 
toda la superficie hepática, con predominio de éstos en el lóbulo izquierdo. 
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4.3.2. Estudio microscópico del hígado. 
Los hígados de las ovejas no infectadas no presentaron lesiones 
hepáticas en el examen histopatológico (Figura 28, A). Sin embargo, sí 
presentaron lesiones microscópicas a los 18 dpi, las cuales se caracterizaron 
por la presencia de focos necróticos y trayectos tortuosos localizados en el 
parénquima hepático, principalmente a nivel subcapsular. Estas lesiones se 
producen por el paso de las larvas migrantes a través del parénquima. 
Asociado a los focos y trayectos necróticos, se encuentra un infiltrado 
inflamatorio variable, compuesto principalmente por eosinófilos y una 
mínima cantidad de neutrófilos (<1-2%), así como detritus celulares y 
hemorragias periféricas. Los espacios porta adyacentes a los focos 
necróticos mostraron un infiltrado inflamatorio de tipo severo formado 
principalmente por linfocitos, macrófagos y eosinófilos. Este último hecho 
sugiere que la vía de entrada de las células inflamatorias al parénquima 
hepático se realiza a través de las venas portales (Figura 28, B). También se 
puede apreciar la formación de reacciones granulomatosas en el parénquima 
hepático de los animales 18 dpi, los cuales se componen por un centro 
necrótico con infiltrado de eosinófilos, macrófagos dispuestos en 
empalizada y abundante infiltrado linfoplasmocitario., compuestos por  
(Figura 28, C y D). 
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Figura 28 A y B. Cambios anatomopatológicos en hígado a nivel 
microscópico. (A) Sección de hígado de un animal del grupo NI con ausencia 
de infiltrado inflamatorio; (c) venas centrolobulillares, (p)  espacio porta (p) 
(x40 aumentos). (B) Sección de hígado de un animal del grupo infectado 18 
dpi en el que se muestra un pequeño foco de necrosis aguda sin infiltrado 
inflamatorio (n), un foco de necrosis aguda con abundantes células 
inflamatorias necróticas (ne) y así como un infiltrado inflamatorio severo en 
los espacios porta (p) adyacenetes (x100 aumentos). 
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Figura 28 C y D. Detalle de un granuloma hepático de un animal infectado 
18 dpi. (C) Se observan células necróticas y eosinófilos en el centro (ne), 
rodeado por macrófagos despuestos en empalizada (m) y un infiltrado 
linfoplasmocitario (lp) (x100 aumentos). (D) Detalle de la Figura 28C (x400 
aumentos). 
Mª Teresa Ruiz Campillo Resultados 
207 | P á g i n a  
 ANÁLISIS DE ENZIMAS HEPÁTICAS EN SUERO Y EN 
LÍQUIDO PERITONEAL. 
Los resultados del análisis de las enzimas hepáticas en suero de los 
animales infectados a los 18 dpi fueron consistentes con otros estudios en 
infecciones con F. hepatica en esta fase migratoria, estando los niveles de 
GLDH aumentados de manera significativa (P=0,01) a los 18 dpi en 
comparación con el grupo control no infectado (Figura 20). Sin embargo, el 
análisis de las enzimas hepáticas en el líquido peritoneal mostró niveles 
menores de GLDH en comparación con las obtenidas en el suero, sin mostrar 
ninguna diferencia significativa entre los animales infectados y no 
infectados. La enzima GLDH normalmente se relaciona con daño hepático 
cuando incrementa a nivel plasmático, y se origina a partir de los hepatocitos 
localizados en el área centrolobulillar del hígado, que la vierten a la 
circulación, haciéndola más rápidamente detectable en el suero que en el 
líquido peritoneal.  De cualquier modo, aunque los resultados de la GLDH 
a los 18 dpi aumentaron significativamente, se observaron sólo cuando los 
datos fueron normalizados debido a la variación individual considerable 
encontrada entre los animales de un mismo grupo. De esta manera, se 
sugiere que la determinación de esta enzima sérica podría no ser un 
marcador fiable en estadios tempranos de la fasciolosis en la oveja. 
La enzima GGT, cuya presencia se relaciona con los estadios 
crónicos de la fasciolosis, ya que está presente en el endotelio biliar, mostró 
valores muy bajos en suero a los 18 dpi, siendo estos valores similares a los 
encontrados en el grupo control no infectado (Figura 29). 
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Los niveles tanto de proteína total, como de albúmina y de globulina, 
no presentaron diferencias significativas entre los grupos infectado y control 
no infectado (Figura 29). 
  
Figura 29. Perfil de enzimas hepáticas séricas. Se muestran los 
resultados del análisis del suero de ovejas no infectadas (NI) e 
infectadas (I) frente a una variedad de enzimas hepáticas. Los 
resultados están representados como la media (n=5) de cada 
grupo±DE. Los datos normalizados se muestran mediante un gráfico 
de puntos en una escala logarítmica. Prot: proteína total (g/l); Alb: 
albúmina (g/l); Glob: globulina (g/l); GGT: gamma-glutamil 
transferasa (unidades/l) y GLDH: glutamato deshidrogenasa 
(unidades/l). *Valor de P=0,01. 
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 ESTUDIO DE INMUNOLOCALIZACIÓN DE LA 
PERIOSTINA Y DE LA VCAM-1 EN EL HÍGADO. 
Dado que en el estudio proteómico del líquido peritoneal de los 
animales del grupo infectado (18 dpi) las cantidades tanto de la proteína 
periostina como de la VCAM-1 fueron las más elevadas de todas las 
identificadas, se llevó a cabo la técnica de inmunohistoquímica con el fin de 
localizar estas proteínas en el hígado ya que, debido a que ninguna de estas 
proteínas se encuentra de forma natural en el peritoneo, podrían ser 
potenciales indicadores del daño hepático producido por F. hepatica.  
Los resultados de la periostina revelaron que su presencia parecía 
estar confinada al citoplasma de los hepatocitos del parénquima hepático en 
ambos grupos estudiados (Figura 30, A). Cabría destacar que, alrededor de 
los focos necróticos presentes en el hígado de los animales del grupo 
infectado 18 dpi, la expresión de periostina presentaba una mayor intensidad 
(Figura 30, B y C). Además, un moderado número de células inflamatorias 
fueron positivas en el área interna de los focos necróticos agudos y dentro 
del infiltrado inflamatorio agudo asociado a los espacios porta (Figura 30, B 
y C).  
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Figura 30, A. Inmunolocalización de la proteína periostina en hígado de 
animal negativo con positividad localizada en el citoplasma de los 
hepatocitos, particularmente localizados en áreas perilobulares (flechas). 
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Figura 30, B y C. (B) Hígado de animal infectado en el que se observa 
una positividad intensa en los hepatocitos (flechas) adyacentes a 
infiltrados inflamaotrios (if) alrededor de los focos necróticos y en 
células inflamatorias (cabezas de flecha) (100 µm). (C) Magnificación 
de la microfotografía (B) (50 µm). 
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Por otro lado, los resultados del estudio inmunohistoquímico de los 
hígados de animales infectados y no infectados frente a VCAM-1 
confirmaron la presencia de esta proteína en el hígado de animales 
infectados. La positividad frente a este anticuerpo estaba principalmente 
localizada en las células inflamatorias de patrón reticular (morfología 
compatible con células dendríticas) presentes en áreas de inflamación aguda. 
En los hígados de animales negativos, se encontraron células 
positivas frente a VCAM-1 con morfología de macrófago localizadas 
principalmente en los espacios porta, aunque de manera escasa (Figura 31, 
A). Sin embargo, no se encontraron células positivas en los focos necróticos 
de hígados de animales infectados (Figura 31, B y C). Como se ha detallado 
en el Apartado 4.2. (B) de Resultados, la VCAM-1 es una molécula de 
adhesión de leucocitos cuya expresión se ha demostrado en células 
endoteliales estimuladas por citoquinas in vitro cuya función parece estar 
relacionada con la mediación en la infiltración de leucocitos mononucleares 
a nivel de los vasos y del intersticio (Bacchi y cols., 1993). Sin embargo, en 
el presente trabajo no se detectó positividad frente a VCAM-1 en las células 
endoteliales de ninguno de los dos grupos objeto de estudio. 
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 Figura 31, A. Inmunolocalización de la proteína VCAM-1 en Hígado de 
animal negativo con positividad tenue frente a VCAM-1 en células con 
morfología de macrófago presentes en los espacios porta (p) (100 µm).  
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 Figura 31, B y C. (B) Inmunorreacción de elevada intensidad frente a 
VCAM-1 en hígado de animal infectado, estando particularmente 
localizado en los infiltrados inflamatorios (if) y en células que muestran un 
patrón reticular (cabeza de flechas) y ausente en los focos necróticos agudos 













Mª Teresa Ruiz Campillo  Discusión 
219 | P á g i n a  
 
La fasciolosis se encuentra actualmente en objeto de estudio con la 
finalidad principal de encontrar una vacuna eficaz para solventar los 
problemas que han surgido en la lucha contra esta enfermedad.. La llegada 
de los parásitos al hígado implica el rápido crecimiento de estos y el 
desarrollo de su aparato digestivo, así como una serie de alteraciones 
metabólicas y una marcada regulación de la expresión de más de 8000 genes 
(Cwiklinski y cols., 2015). Estudios sobre la infección por F. hepatica en 
ratón (Donnelly y cols., 2005; Donnelly y cols., 2008) y en rumiantes 
(Mulcahy y cols., 1998; Mulcahy y cols., 1999; Walsh y cols., 2009; Flynn 
y cols., 2010) describen que la respuesta inmunitaria en la infección por F. 
hepatica se encuentra dominada por una de tipo Th2. Sin embargo, la 
mayoría de los estudios en rumiantes han ido encaminados en el examen de 
la infección en estadios crónicos, cuando el parásito ya se ha desarrollado 
considerablemente y el daño tisular en el hospedador ha tenido lugar 
(Mulcahy y cols., 1998; Mulcahy y cols., 1999; Walsh y cols., 2009). Por 
todo esto, las fases iniciales de la infección con F. hepatica, en la que tienen 
lugar la penetración de la pared intestinal y la migración a través del 
compartimento peritoneal hacia el hígado por parte de las formas juveniles 
de este parásito, juegan un papel crítico en el establecimiento del proceso de 
infección en el hospedador mamífero (Van Milligen y cols., 1999). El 
presente estudio es el primero en investigar la respuesta inmunitaria 
temprana en el compartimento peritoneal del hospedador en fases tempranas 
de la infección.  
Desde el punto de vista del hospedador, la penetración y migración 
a través del hígado provoca una patología muy grave como resultado de una 
intensa respuesta inflamatoria a los antígenos secretados por F. hepatica 
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(principalmente proteasas), además de daño tisular. La prevención tanto del 
proceso inflamatorio como del daño tisular a nivel hepático es el principal 
objetivo del estudio de las nuevas estrategias de control frente a la 
fasciolosis. Sin embargo, el tratamiento con triclabendazol parece ser el 
único efectivo frente a las fases larvarias de parásito, de ahí que siga siendo 
el tratamiento de elección y más eficaz escogido por los ganaderos. Tanto 
es así, que los parásitos han evolucionado para presentar resistencia frente a 
este fármaco, dando lugar a la escasez de medios de prevención eficaces 
frente a las fases tempranas y agudas de esta enfermedad parasitaria y 
produciéndose, de manera paulatina, un aumento de la prevalencia de esta 
enfermedad en Europa (Brennan y cols., 2007; Toet y cols., 2014., Molina-
Hernández y cols., 2015). 
El presente estudio se ha basado principalmente en el análisis de 
líquido peritoneal de ovejas tanto infectadas como no infectadas con F. 
hepatica en fases tempranas de esta infección, con el objetivo de profundizar 
en el conocimiento acerca de la respuesta que el  hospedador desarrolla 
frente a la migración de las formas juveniles (NEJS) hacia el hígado; 
particularmente en el compartimento peritoneal, y en pos de poder 
desarrollar una vacuna efectiva frente a F. hepatica que actúe durante estas 
fases tempranas de la infección, para prevenir la penetración, migración y el 
establecimiento definitivo del parásito en el hígado. 
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5.1. Contajes absoluto y diferencial de los leucocitos peritoneales. 
Los resultados obtenidos del estudio de las poblaciones celulares 
inmunocompetentes que están presentes en el líquido peritoneal a lo largo 
de la infección con F. hepatica en ovejas presentaron un marcado aumento 
significativo en el número total de leucocitos a los 9 y 18 dpi en los dos 
experimentos realizados. Estos resultados indican que el comienzo del 
reclutamiento leucocitario activo hacia la cavidad abdominal en estadios 
tempranos de la infección comienza a partir de los 9 dpi, cuando las formas 
juveniles (NEJs) de F. hepatica, tras penetrar la pared del intestino, migran 
a través del compartimento peritoneal en su camino hacia el hígado donde 
se establecerán las formas adultas. 
Las diferencias observadas entre ambos experimentos entre las que 
se encuentran el descenso significativo en los leucocitos a los 1 y 3 dpi 
observado en el experimento 1, hecho que no se observó en el experimento 
2, además del considerable menor aumento de leucocitos a los 9 y 18 dpi 
encontrado en el experimento 1 en comparación con el experimento 2, 
podría deberse al uso de dos anticoagulantes distintos en la toma de muestras 
del líquido peritoneal. Así, en el experimento 1 se usó heparina, mientras 
que en el experimento 2 se usó EDTA, lo que podría haber propiciado la 
coagulación parcial de la sangre y la consiguiente formación de coágulos de 
fibrina en los que quedaron atrapadas las células leucocitarias reflejándose 
en la reducción en el contaje de leucocitos a lo largo de la infección en el 
experimento 1 respecto a lo obtenido en el experimento 2.  
Otro hecho que pudo influir en la reducción del número de leucocitos 
encontrada en el experimento 1 a los 1 y 3 dpi son los fenómenos de 
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apoptosis, ya que se ha descrito la capacidad de F. hepatica de inducir la 
apoptosis de leucocitos peritoneales en distintas especies como la oveja 
(Escamilla y cols., 2017) y la rata (Guasconi y cols., 2012). La ausencia de 
disminución de las leucocitos peritoneales en el experimento 2, indica que 
la posible pérdida de leucocitos por apoptosis sería compensada con el 
reclutamiento activo de leucocitos al compartimento peritoneal. 
Cuando estudiamos las composición celular del líquido peritoneal 
encontramos un paralelismo entre ambos experimentos de manera que, al 
principio de la infección, entorno a los 1 y 3 dpi, los leucocitos peritoneales 
estaban constituidas principalmente por macrófagos y, en menor medida, 
linfocitos, con presencia muy ocasional de eosinófilos. Sin embargo, a los 9 
y 18 dpi destaca el marcado aumento del número de eosinófilos en el 
compartimento peritoneal en detrimento de los macrófagos principalmente 
a los 9 dpi y de los macrófagos y linfocitos a los 18 dpi. El descenso relativo 
de linfocitos y sobre todo macrófagos a los 9 y 18 dpi, también fue descrito 
en estudios previos (Zafra y cols., 2013; Escamilla y cols., 2017) y se debió 
al marcado incremento de los eosinófilos. Al tener en cuenta el contaje 
diferencial y absoluto para cada población celular se observó un incremento 
significativo tanto de los linfocitos como de los macrófagos a los 9 y 18 dpi 
en el experimento 2, y a los 18 dpi en el experimento 1, lo que indica que 
el reclutamiento activo de estas poblaciones celulares es mayor que los 
fenómenos de muerte celular por apoptosis. Este es el primer estudio en el 
que se realiza una evaluación de la cantidad total de leucocitos peritoneales 
en rumiantes en etapas tempranas de la infección con F. hepatica. El 
aumento de eosinófilos en el líquido peritoneal en fases temparanas de 
infecciones con F. hepatica ha sido descrito por nuestro grupo en distintos 
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estudios en rumiantes tales como la cabra (Zafra y cols., 2013 a) y la oveja 
(Escamilla y cols., 2017), así como por otros grupos en modelo murino 
(Sibille y cols., 2004).  
Este escenario en el que existe una marcada eosinofilia es típico de 
infecciones por helmintos que promueven la existencia de repuestas 
inmunitarias de tipo Th2 la cual, en algunos casos, como en infecciones 
primarias por filarias (Cadman y cols., 2014) y en la schistosomiasis (Davies 
y cols., 2005; Reimert y cols., 2006) está asociada con una significativa 
protección inmunitaria por parte del hospedador. Sin embargo, el papel de 
los eosinófilos en las respuestas inmunitarias frente a la infección y su 
función antiparasitaria directa se encuentra actualmente en objeto de debate. 
Estudios que han utilizado ratones deficientes en eosinófilos y que han sido 
sometidos a infección con Schistosoma mansoni y Nippostrongylus 
brasiliensis han demostrado que la presencia de eosinófilos en elevados 
niveles podría jugar un papel en la remodelación tisular antes que ser agentes 
causantes del daño directo en el parásito (Hogan y cols., 2008). En el trabajo 
llevado a cabo por Ohnmacht y colaboradores (2007), ratones sometidos a 
infección con el parásito con Nippostrongylus brasiliensis presentaron una 
marcada eosinofilia nivel de los tejidos; sin embargo, la tasa de producción 
de eosinófilos en lugares como el peritoneo se mantiene constante, hecho 
que podría indicar que la presencia de éstos a este nivel se deba 
principalmente a una mayor supervivencia de eosinófilos ya existentes en 
lugar de una mayor producción por parte de la médula ósea, sugiriendo así 
que la cavidad peritoneal podría represenar un reservorio de eosinófilos 
durante las infecciones por helmintos. En el caso de infecciones por F. 
gigantica en ovejas de Indonesia de cola corta, resistentes a dicho parásito, 
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se ha demostrado que los eosinófilos y macrófatos peritoneales pueden 
matar larvas recién desenquistadas de esta especie de fasciola en presencia 
de suero de animales infectados, hecho que no ocurre en el caso de F. 
hepatica a la que son susceptibles esta raza ovina (Piedrafita y cols., 20017), 
por tanto, en respuestas protectoras sí parece que los eosinófilos peritoneales 
juegan un papel importante, aunque su presencia no indica que su respuesta 
sea siempre protectora, como ocurrió en las dos experiencias de nuestro 
estudio.   
5.2. Inmunofenotipo de los macrófagos y células dendríticas 
peritoneales. 
Para conocer de forma más detallada las poblaciones celulares 
presentes en el líquido peritoneal nos propusimos estudiar el 
inmunofenotipado mediante inmunocitoquímica. De esta forma, se usaron 
anticuerpos anti-CD68, anti-CD14, anti-iNOS, anti-CD206, anti-CD83 y 
anti-MHC-II, los cuales son marcadores de superficie de macrófagos, 
células presentadoras de antígenos y células dendríticas dado que los 
macrófagos son células que juegan un papel crucial respuesta inmunitaria 
innata y adaptativa (Simmons y cols., 1989; Zhou y cols., 1992; Ulevitch y 
cols., 1995; Barclay y cols., 1997; Underhill y Ozinsky, 2002; Valheim y 
cols., 2004; Kurt y cols., 2014; Zhou y cols., 2014;; Ampem y cols., 2016).  
Así, el marcador CD68 se ha descrito como una glicoproteína 
perteneciente a un grupo de receptores “scavengers” o barredores, que 
participan en la respuesta inmunitaria innata frente a infecciones y que se 
expresa en monocitos y en macrófagos tisulares, cuya función es 
promocionar la fagocitosis y mediar el reclutamiento y activación de los 
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macrófagos (Gordon y cols., 2014). Además se ha postulado que la 
expresión de este marcador es elevada en los macrófagos peritoneales de 
manera basal (Laskin y cols., 2001). En el trabajo llevado a cabo por 
Valheim y colaboradores (2004), se relaciona la expresión de este marcador 
CD68 con una elevada presencia de lisosomas y con una alta actividad 
fosfatasa ácida en los macrófagos presentes en granulomas paratuberculosos 
en cabras, además de encontrarse esta población de macrófagos CD68+ 
asociada con células T CD4+, lo que les confiere un posible papel como 
mediadores en la respuesta inmunitaria adaptativa.  
En nuestro trabajo, el marcador CD68 se expresó  en células grandes, de 
morfología redondeada, con citoplasma amplio y basófilo tenue y con 
núcleo basófilo, frecuentemente con forma arriñonada, morfología  
compatible con la de los macrófagos. Todos los macrófagos peritoneales 
estudiados mediante inmunocitoquímica a lo largo de la infección tanto en 
el experimento 1 como en el experimento 2 expresaron positividad frente 
a este anticuerpo, confirmándose como un buen marcador de macrófagos, 
como ha sido descrito en estudios previos en rumiantes incluyendo la oveja 
(Herder y cols., 2013). 
Por otro lado, la glicoproteína de membrana de los macrófagos CD14 
se ha descrito como un receptor “multifuncional” que tiene un papel dentro 
de la respuesta inmunitaria innata como receptor de componentes 
infecciosos externos (lipopolisacáridos bacterianos) y promotor,por tanto, 
de respuestas de tipo inflamatorio (Pugin y cols., 1994; Ulevitch y Tobias, 
1995), así como un papel dentro del reconocimiento y eliminación de células 
apoptóticas propias (Devitt y cols., 1998). Estudios recientes han sugerido 
Tesis Doctoral  Mª Teresa Ruiz Campillo 
226 | P á g i n a  
 
que la interacción entre el receptor CD14 y las células apoptóticas suprimen 
señales proinflamatorias (Voll y cols., 1997; Fadok y cols., 1998). 
Además, se ha publicado que el CD14 aumenta en macrófagos del 
hígado de ratones en la infección por el helminto Schistosoma mansoni  
(Tundup y cols., 2014). También se ha descrito el aumento en la expresión 
de este marcador en monocitos circulantes de bovinos infectados con F. 
hepatica, donde se describe una menor recuperación y captación de 
micobacterias de Mycobacterium bovis (M. bovis) por parte de macrófagos 
derivados de monocitos sanguíneos (PBMCs) cuando existe una coinfección 
en bovino de M. bovis y F. hepatica. Sin embargo, a pesar de esta aparente 
disminución en la capacidad fagocítica de los macrófagos en este escenario, 
la expresión de CD14 en estos macrófagos se encontraba aumentada (Garza-
Cuartero y cols., 2016). La explicación para esta reducción tanto en la 
capacidad fagocítica como de captación de los macrófagos podría estar en 
que los macrófagos estarían activados de manera alternativa, lo cual se ha 
descrito en la infección por F. hepatica (Flynn y cols., 2007; Golden y cols., 
2010), presentando estos macrófagos una ineficiencia en la fagocitosis de 
bacterias comparado a si estuvieran activados de manera clásica.El presente 
trabajo es el primero en caracterizar la expresión de CD14 en leucocitos 
peritoneales en rumiantes infectados con F. hepatica, el cual reveló un 
incremento significativo a los 3, 9 y 18 dpi con respecto al grupo control no 
infectado en ambos experimentos. Estos resultados coinciden con el 
incremento en la expresión de CD14 en monocitos sanguíneos de bovinos 
infectados con F. hepatica y M. bovis (Garza-Cuartero y cols., 2016) y en 
macrófagos hepáticos de ratones infectados con S. mansoni (Tundup y cols., 
2014). El hecho de que aumente la expresión de CD14 en estos días, junto 
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con la polarización temprana hacia un perfil M2 de los macrófagos, también 
descrito en este estudio y que se discute posteriormente, sugiere que, aunque 
los macrófagos tienen capacidad fagocítica, no son capaces de promover una 
respuesta eficaz. Además, el hecho de que las formas juveniles del parásito 
se encuentren migrando a través del intestino y del peritoneo en estas fases 
tempranas, podría explicar la relación con la actividad fibroblástica y de 
cicatrización. En este sentido se ha sugerido que los monocitos 
pertenecientes a la subclase CD14++CD16+ presentan morfológicamente 
características de macrófagos, además de actividad fagocítica y 
características relacionadas con la angiogénesis (Mandl y cols., 2014). La 
expresión de CD14 también se ha relacionado con proliferación 
fibroblástica (Liao y cols., 2010) estando los macrófagos que expresan este 
marcador relacionados con procesos de cicatrización caracterizados por la 
formación de un tejido cicatricial exagerado (queloide) y que, además, 
presentan una polarización hacia un perfil M2 (Jin y cols., 2018). 
El receptor de manosa o CD206 forma parte de la familia de 
receptores de lectina y son proteínas transmembrana que poseen dominios 
estructurales y funcionalmente relacionados con el reconocimiento de 
azúcares (manosa) en su porción extracelular. La expresión de CD206 puede 
ser regulada por citoquinas del tipo Th1 como IFN-γ, que inhibe su 
expresión (Kiefer y cols., 1998), así como por citoquinas de tipo Th2, como 
la IL-4, que induce su expresión (Akagawa y cols., 2006; Randolph y cols., 
2008). 
La expresión del receptor de manosa o CD206 en los macrófagos es 
un indicador de activación alternativa (Ampem y cols., 2016; Nawaz y cols., 
2017). Se ha demostrado que la expresión de este marcador aumenta en los 
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macrófagos de ratones coinfectados con Taenia crassiceps y dos especies 
diferentes de Leishmania (Rodríguez-Sosa y cols., 2006). Sin embargo, la 
mayoría de los estudios basados en el análisis de macrófagos activados de 
manera alternativa en la infección por F. hepatica se han centrado en la 
detección de los niveles de argininasa in vitro (Guasconi y cols., 2011; 
Haçariz y cols., 2011; Luo y cols., 2011; Figueroa-Santiago y Espino, 2014).  
En la presente Tesis Doctoral se analiza mediante 
inmunocitoquímica la expresión del marcador CD206 en la superficie de 
macrófagos peritoneales de animales infectados y no infectados con F. 
hepatica. Los resultados demuestran un incremento en la expresión y en la 
intensidad de inmnorreación de este marcador en los macrófagos 
peritoneales en animales desde 1 dpi y que se mantiene durante el transcurso 
de infección en comparación con el grupo control no infectado. En un 
estudio llevado a cabo por Paveley y colaboradores (2011), se describe que 
el receptor de manosa CD206 podría tener un papel muy importante en la 
mediación de la internalización de las moléculas glicosiladas de 
Schistosoma mansoni en su forma larvaria durante el  proceso crítico de la 
infección del hospedador. 
Por otra parte, la enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) 
produce óxido nítrico en respuesta a estímulos proinflamatorios y está 
asocidada con la activación clásica de los macrófagos (MacMicking y cols., 
1995). Aunque el nivel de expresión de iNOS en nuestro estudio aumentó 
de manera significativa a los 3 dpi en el experimento 1 y a los 9 dpi en el 
experimento 2, no existen diferencias significativas en el resto de dpi 
respecto al grupo control negativo y, además, la intensidad de tinción que se 
observó en estas células fue débil, denotando una baja expresión de este 
Mª Teresa Ruiz Campillo  Discusión 
229 | P á g i n a  
 
marcador en los macrófagos del líquido peritoneal en estadios tempranos de 
la infección con F. hepatica. Estos resultados coinciden con los de un 
estudio en el modelo murino en el que se constataron bajos niveles en la 
expresión génica de iNOS en el grupo control no infectado y a los 1, 7, 14 y 
21 días después de la infección con F. hepatica (Donnelly y cols., 2005). En 
el caso de la oveja, se ha publicado un marcado descenso en la transcripción 
de iNOS en PBMCs de ovejas a los 7 dpi (Fu y cols., 2016). Este último 
dato contrasta con los obtenidos en nuestro estudio, en el que existe poca 
variación en la expresión de iNOS durante el transcurso de la infección. 
Estos datos sugieren que puede haber diferencias tanto la expresión génica 
como en la síntesis proteica de iNOS, pudiendo permanecer la proteína 
relacionada con la expresión de iNOS activa durante más tiempo que lo que 
lo está su expresión génica. Estas diferencias también podrían ser debidas a 
la diferente expresión de iNOS en PBMCs y en macrófagos peritoneales. 
Los resultados de la ratio iNOS/CD206 también sugieren que existe 
una polarización hacia un fenotipo M2 de los macrófagos peritoneales desde 
1 dpi, hecho que es consistente con estudios previos llevados a cabo en ratón 
(Donnelly y cols., 2005), y en PBMCs de oveja (Fu y cols., 2016) y de 
bovino (Flynn y cols., 2007). Este es el primer estudio en el quese demuestra 
la activación alternativa de los macrófagos en el líquido peritoneal de la 
oveja in vivo. Como se ha descrito previamente, los macrófagos M2 son 
células que promueven respuestas de tipo Th2 y que se caracterizan por su 
baja producción en citoquinas proinflamatorias (IL1β e IL12) y elevada 
producción de citoquinas anti-inflamatorias (IL10) (Gordon y Martínez, 
2010; Murray y Wynn, 2011). Particularmente, los macrófagos M2 juegan 
un papel principal en la resolución de la inflamación, remodelación tisular 
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y en la reparación de heridas mediante la liberación de IL10, secretando 
factores tróficos y promoviendo la eliminación de las células apoptóticas 
(Gordon y Martínez, 2010; Murray y Wynn, 2011). De manera contraria, los 
macrófagos M1 proinflamatorios son típicamente estimulados durante la 
fase aguda de la inflamación en respuesta a la citoquina IFN-γ o a ésta 
combinada con estímulos de origen microbiano o de otras citoquinas (por 
ejemplo, del TNF-α), siendo eficientes en la fagocitosis de bacterias, al 
contrario que los macrófaogos M2 (Mosser y Edwards, 2008). 
En las infecciones por helmintos, los macrófagos tienden a 
polarizarse para expresar el fenotipo M2 que, como se ha descrito, está 
implicado en la regulación del ambiente de citoquinas. Este cambio induce 
la respuesta inmunitaria de tipo Th2, que es inefectiva en controlar la 
infección por F. hepatica y resulta en una enfermedad crónica (O’Neill y 
cols., 2000; Kreider y cols., 2007) aunque, en el caso de los nematodos, la 
respuesta Th2 y la activación alternativa de los macrófagos se han descrito 
como efectivas en la eliminación de este tipo de parásitos (Anthony y cols., 
2006). Mientras que se piensa que la respuesta del hospedador frente a F. 
hepatica es más efectiva durante el estadio intestinal y peritoneal y las fases 
tempranas de migración a través del hígado (Van Milligen y cols., 1999), la 
rápida polarización hacia M2 de los macrófagos encontrados en la cavidad 
peritoneal de la oveja infectada con F. hepatica en este estudio podría estar 
indicando un mecanismo de modulación que podría estar facilitando la 
supervivencia del parásito en el hospedador durante las fases tempranas de 
la infección. 
Se ha descrito que el reclutamiento de macrófagos M2 en el transplante de 
células epiteliales ovinas procedentes del líquido amniótico en lesiones de 
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tendón inducidas experimentalmente son capaces de estimular la 
regeneración tisular. Sin embargo, a los 7 días después de realizar el 
transplante de estas células se observó la presencia de una subpoblación de 
macrófagos M1, sugiriendo un estado inflamatorio, pero a partir del día 14, 
se redujeron el número de estas y se promovieron los macrófagos M2 anti-
inflamatorios y regenerativos. (Mauro y cols., 2016). En infecciones por F. 
hepatica los macrófagos M2 también podrían jugar un papel en procesos 
regenerativos y de cicatrización, aunque esto podría ocurrir en las lesiones 
hepáticas y en fases más avanzadas de la infección. Las lesiones peritoneales 
causadas por la migración de F. hepatica son prácticamente imperceptibles, 
por tanto, la activación alternativa de los macrófagos peritoneales 
encontrada en el presente estudio estaría más relacionada con la modulación 
de la respuesta inmunitaria inducida por el parásito para facilitar su 
superviviencia que con procesos de cicatrización en la que los macrófagos 
peritoneales tengan un papel destacado. 
La expresión de la molécula CD83 en células dendríticas maduras 
podría estar relacionada con una función especializada durante la 
presentación antigénica, contribuyendo así con la activación linfoide y 
actuando como una molécla de adhesión (Scholler y cols., 2001). Sin 
embargo, parece ser que también expresan esta molécula los linfocitos B y 
T activados y la expresión tanto en éstos como en células dendrítcias podría 
estar relacionada con la modulación de la respuesta inmunitaria por medio 
de la activación de las CDs y la liberación de señales co-estimuladoras para 
la estimulación linfocitos T naïve y de memoria, respectivamente (Aerts-
Toegaert y cols., 2007). 
Tesis Doctoral  Mª Teresa Ruiz Campillo 
232 | P á g i n a  
 
Se ha descrito que la exposición a helmintos produce modificaciones 
en las CDs, las cuales producen una polarización hacia una respuesta 
inmunitaria de tipo Th2 (Pulendran y cols., 2010; Briseño y cols., 2014). En 
algunos casos, estas modificaciones de las CDs se han relacionado con una 
incapacidad por parte de éstas para expresar marcadores propios de un 
estado de maduración o activado cuando se exponen a determinados 
helmintos.  
En la presente Tesis Doctoral se describe por primera vez la 
expresión de CD83 en leucocitos peritoneales de ovejas infectadas con F. 
hepatica. Nuestros resultados, juntos con los de la bibliografía, nos sugieren 
que la expresión de este marcador depende de diversos factores, como el 
helminto al que se expone, el origen de las CDs y la especie a la que 
pertenece el hospedador. En cualquier caso, nuestros resultados con respecto 
al marcador CD83 sugieren que existe un incremento significativo del 
porcentaje de CDs peritoneales positivas frente a CD83  en animales a los 
1, 3, 9 y 18 dpi con respecto al grupo control no infectado en el experimento 
1. Estos  resultados no se confirmaron en el experimento 2, en el que no 
hubo diferencias significativas en ningún punto de la infección respecto al 
grupo control no infectado. Estas diferencias podrían estar motivadas por el 
diferente protocolo usado en ambos experimentos para la obtención de los 
leucocitos peritoneales. En cualquier caso, en nuestro estudio no se ha  
podido constatar el descenso en la expresión de marcadores de maduración 
de CDs descrito en modelos murinos (Hamilton y cols., 2009) y el descenso 
en la expresión de CD83 en CDs derivadas de monocitos humanos expuestas 
a A. pegreffi (Napoletano y cols. 2018), T. multiceps (Terrazas y cols., 2011) 
y T. spiralis (Aranzamendi y cols., 2012). Sin embargo,  aunque en un 
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estudio llevado a cabo por van der Kleij y cols (2002), la exposición de CDs 
humanas a productos de S. mansoni puede aumentar la expresión del 
marcador CD83, éstos podrían ser inefectivos en promover la expresión de 
otros marcadores de maduración de CDs. Se necesitarían más estudios para 
determinar qué marcadores específicos son los que tendrían que expresarse 
en las CDs para considerar un fenotipo de CDs como maduro. 
Con respecto a los resultados obtenidos en nuestros estudio respecto 
a la expresión de MHC-II en leucocitos peritoneales, se observó un 
incremento en la expresión de este marcador desde el 1 dpi y que se 
mantenía durante el transcurso de la infección en el experimento 1 en 
comparación con el grupo control no infectado. Sin embargo, este resultado 
no se confirmó en el experimento 2 observándose, además, una elevada 
variabilidad individual en los resultados de los animales de cada grupo frente 
a este marcador de superficie celular.  
El presente estudio es el primero en el que se analiza la expresión de 
expresión de MHC-II en leucocitos peritoneales. Existe evidencia de que los 
componentes de F. hepatica puden modular la maduración y función de las 
CDs in vitro (Dowling y cols., 2010; Falcón y cols., 2010; Everts y cols., 
2012; Vukman y cols., 2013) y se ha descrito que las CDs de ratón infectado 
con F. hepatica presentan un fenotipo semi-maduro que se caracteriza por 
la baja expresión de MHC-II y CD40 y por la alta secreción de la citoquia 
inmunorreguladora IL-10 (Rodríguez y cols., 2015). 
El estudio llevado a cabo por Mota Lopes y colaboradores (2014), 
demostró que la expresión de marcadores de superficie relacionadas con la 
maduración de las CDs (MHC-II, CD83) en CDs derivadas de monocitos 
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estimuladas en cultivo con el antígeno Sm29 de S. mansoni, aumenta en los 
cultivos estimulados con Sm29 en comparación con los cultivos celulares 
no estimulados. También ha sido descrito por Noya y colaboradores (2014, 
2017) que el péptido tipo mucina de F. hepatica (Fhmuc), el cual se 
encuentra expresado de forma elevada en los NEJs, favorece el 
reclutamiento de células MHC-II+ hacia la cavidad peritoneal cuando se 
administran intraperitonealmente CDs derivadas de médula ósea y 
estimuladas con Fhmuc y LPS en ratón. 
Se ha observado una parcial sobreexpresión de algunos marcadores 
asociados con la maduración cuando se exponen a los ES del nematodo N. 
brasiliensis, donde marcadores como CD86 y CD40 estaban 
sobreexpresados, pero no CD80 ni MHC-II (Balic y cols., 2004). De manera 
similiar, algunos productos liberados por las larvas de Schistosoma pueden 
aumentar la expresión de MHC-II, CD40 Y CD86, pero a un nivel inferior 
que como se desencadenaría con un estímulo de tipo Th1 (Jenkins y 
Mountford, 2005). También se ha descubierto que cuando se incuban CDs 
derivadas de médula ósea con una glicoproteína filarial, el resultado es la 
sobreexpresión de algunos marcadores de maduración, pero también en 
menor grado que si se tuviera un estímulo de tipo Th1 (Whelan y cols., 
2000).Por todo esto, las CDs asociadas con una respuesta Th2  no llegan a 
adquirir un estado totalmente activado, aunque algunos marcadores de 
maduración estén sobreexpresados (van Riet y cols., 2007). 
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5.3. Respuesta inmunitaria humoral y expresión de citoquinas en 
líquido peritoneal. 
Para conocer la respuesta inmunitaria humoral local en el 
compartimento peritoneal se utilizaron una combinación de técnicas como 
son el inmunoblotting y el ELISA, evaluando los niveles de IgG específica 
frente a FhCL1 a los 18 dpi en el experimento 1. El marcado y significativo 
(P<0,01) aumento en los niveles de IgG en el líquido peritoneal frente al 
antígeno recombinante FhCL1 de los animales infectados, confirma la 
infección por F. hepatica y la producción de IgG desde los 18 dpi en el 
líquido peritoneal. Este es el primer estudio utilizando FhCL1 mediante 
ELISA para detección en líquido peritoneal y nuestros resultados indican 
niveles significativos de IgG específica para FhCL1 en líquido peritoneal. 
Sin embargo, la migración peritoneal de las larvas de F. hepatica ocurre en 
etapas más tempranas de la infección (primeros 10 días tras la infección) por 
lo que, para conocer si dichos anticuerpos podrían tener cierto papel en la 
respuesta frente a F. hepatica en líquido peritoneal, sería necesario realizar 
el estudio en fases más tempranas. Por otro lado, dicho estudio tendría 
sentido sólo en animales vacunados, ya que en la respuesta natural frente a 
F. hepatica los niveles plasmáticos de IgG específica aumentan entre las 2 
y las 3 semanas post-infección (Martínez-Moreno y cols., 1999). 
Con el fin de conocer la expresión de distintos mediadores 
moleculares implicados en la respuesta inmune adquirida ejercida por la 
población de células inmunocompetentes presentes en el líquido peritoneal 
contra F. hepatica, en nuestro estudio se realizó el análisis de la expresión 
génica de varias citoquinas proinflamatorias y reguladoras mediante qPCR 
a los 18 dpi. Aunque se detectó cierto incremento en la expresión de IL-12, 
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IL-23, IL-13, IL-10 y TGF-β y cierto descenso en la expresión de IFN-γ, 
TNF-α, IL-17, iNOS y Arginasa, ninguno de los valores fueron 
estadísticamente significativos respecto al grupo control no infectado.  
En un estudio llevado a cabo por Bąska y colaboradores (2017), 
macrófagos bovinos se expusieron a LPS y a estimulación con antígenos 
FhES de aislados de F. hepatica, no teniendo ninguno de éstos impacto 
sobre la liberación de IL-12 por parte de los macrófagos, lo que concuerda 
con los resultados de nuestro estudio. Por otro lado, Fu y colaboradores 
(2016), describieron una disminución en la expresión de IL-12 en PBMCs 
de ovejas infectadas experimentalmente con F. hepatica, lo que contrasta 
con los resultados de nuestro estudio en líquido peritoneal. Esta diferencia 
podría ser debida al diferente comportamiento de los PBMCs y de los 
leucocitos peritoneales, o a la diferente fase de la infección en ambos 
estudios (7 y 18 dpi, respectivamente).  
Las citoquinas TGF-β e IL-10 están implicadas en procesos anti-
inflamatorios y procesos de regeneración tisular, en los que se inducen 
fenómenos de fibrosis. El TGF-β y la IL-10 también juegan un papel clave 
en minimizar la patología y en intensificar el proceso de la reparación tisular 
durante las infecciones por helmintos (Belkaid y cols., 2006; Haçariz y cols., 
2009). La IL-10 también juega un papel clave en la modulación de la 
respuesta inmunitaria frente a helmintos (McNeilly y cols., 2013; Mendes y 
cols., 2013, Valero y cols., 2017). En hígado se ha descrito incremento 
significativo de IL-10 desde los 3, 9 y 18 dpi en ovejas infectadas con F. 
hepatica, tanto vacunadas como no vacunadas, mientras que el incremento 
de TGF-β fue significativo solo a los 18 dpi (Pacheco y cols., 2018). 
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Resulta interesante el hecho de no haber detectado niveles de 
transcripción de la citoquina IL-4 ya que quizá la transcripción de esta 
citoquina podría estar inhibida por el TGF-β, fenómeno que se ha observado 
en la infección por Nippostrongylus brasiliensis en células peritoneales de 
ratón, donde el TGF-β derivado de las células T reguladoras contrarresta la 
expresión de IL-4 (Macey y cols., 2010). En el caso de F. hepatica, se 
detectaron niveles bajos en la transcripción de IL-4 en el peritoneo de 
ratones infectados con este parásito a los 14 dpi (Donnelly y cols., 2005). 
Mediante un estudio de qRT-PCR llevado a cabo por Pacheco y 
colaboradores (2017), se detalla que la transcripción de IL-4 aumenta en 
nódulos linfáticos hepáticos de ovejas infectadas con F. hepatica a los 9 dpi 
y en hígado ocurre lo mismo, pero a partir del 18 dpi. Estos datos sugieren 
que los niveles de IL-4 en la infección temprana por F. hepatica dependen 
de la localización analizada. 
Respecto a los niveles de IFN-γ, en nuestro estudio no se observaron 
diferencias significativas a los 18 dpi respecto al control no infectado, 
aunque sí una cierta tendencia al descenso. En macrófagos peritoneales de 
ratón, se ha descrito que la infección con Brugia malayi (Loke y cols., 2000) 
y la inyección intraperitoneal en ratón de oligosacáridos procedentes de S. 
mansoni (Terrazas y cols., 2001), modifica la producción de citoquinas de 
los linfocitos T para estimular un fenotipo Th2, en el que no se estimula la 
producción de IFN-γ. Además, ha sido descrito que la mayoría de los 
linfocitos T CD4+ en el peritoneo secretan IL-10, pero no IL-4 o IFN-γ 
(Walsh y cols., 2009; Dalton y cols., 2013). 
En el estudio llevado a cabo por Pacheco y colaboradores (2017), no 
se detectaron cambios significativos en la expresión de IFN-γ a los 1 y 3 dpi 
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en muestras de hígado y de nódulo linfático hepático en comparación con el 
grupo control no infectado. Sin embargo, a los 18 dpi sí que mostraron en 
hígado un marcado incremento respecto al control negativo. Se ha descrito 
que IFN-γ juega un papel importante en la formación de granulomas en 
enfermedades parasitarias como la schistosomiasis (Attia y cols., 2014) y la 
cisticertosis (Freitas y cols., 2016) y el hecho de que no haya un aumento 
significativo en las muestras de líquido peritoneal estudiadas en nuestro 
trabajo pero sí en el de Pacheco y colaboradores (2017) a los 9 y 18 dpi en 
muestras de hígado, sugieren que en este último tejido tiene lugar una 
repuesta al daño tisular y formación de granulomas más que una respuesta 
hacia las larvas parasitarias en sí. 
Además, de manera general, nuestros datos sugieren que la respuesta 
inmunitaria iniciada por la población celular peritoneal en la oveja, 
compuesta por un 20% de linfocitos en animales 18 dpi, es débil y no se 
diferencia hacia la típica respuesta de tipo Th2 de las infecciones crónicas. 
De manera que parece ser que el cambio de la respuesta inmunitaria hacia 
una de tipo Th2 ocurre después de que el parásito haya penetrado el 
parénquima hepático y haya causado un daño tisular significativo (Fu y 
cols., 2016; Pacheco y cols., 2017). 
La citoquina TNF-α se ha agrupado dentro del grupo de las 
citoquinas proinflamatorias. Sin embargo, puede mostrar propiedades 
inhibidoras, especialmente cuando se asocia con IL-10 (Kleigwegt y cols., 
2010). Nuestros resultados indican que hay una disminución, aunque no 
significativa, en la expresión de la citoquina TNFα en el líquido peritoneal 
de ovejas a los 18 dpi en comparación con el grupo control no infectado. En 
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ratones sometidos a inyección intraperitoneal con FhTeg, se ha demostrado 
que se inhibe la liberación de TNF-α (Vukman y cols., 2013). 
En el trabajo llevado a cabo por Pacheco y colaboradores (2017), 
tiene lugar un aumento en la expresión de esta citoquina en hígado a los 18 
dpi. Este dato sugiere que la dinámica de secreción por parte de los 
leucocitos peritoneales de la citoquina TNF-α difiere de la que tiene lugar a 
nivel hepático. 
Los resultados en la expresión de la citoquina IL-17 en nuestro 
trabajo indicaron una disminución. Sin embargo, la citoquina IL-23 aumenta 
ligeramente. Ambas citoquinas están relacionadas con la diferenciación de 
linfocitos Th17, asociados a su vez con el mantenimiento de protección a 
nivel epitelial y con enfermedades inflamatorias de tipo inmunomediado 
(Gaffen y cols., 2014). La regulación de IL-17 es crítica en el control de la 
patología inflamatoria asociada a las infecciones con helmintos (Dowling y 
cols., 2010). Se ha descrito previamente que la fuerte polarización hacia una 
respuesta de tipo Th2 por parte de los helmintos interfiere en el desarrollo 
de respuestas tipo Th1/Th17 (Bazzone y cols., 2008), entre los que se 
incluyen F. hepatica (Walsh y cols., 2009). El trabajo llevado acabo por 
Dowling y colaboradores (2010), sugiere que las moléculas secretadas por 
F. hepatica suprimen la diferenciación de los linfocitos Th17, inhibiendo la 
producción de IL-23 por parte de las CDs y, por lo tanto, impidiendo que 
estas últimas liberen IL17. 
El hecho de que en nuestros resultados se observe un ligero aumento 
en la expresión de IL-23 a nivel del líquido peritoneal podría ser debido a 
que existe una estimulación en animales infectados con F. hepatica a los 18 
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dpi para la diferenciación de linfocitos Th17, pero ésta no llega a ser eficaz 
o suficiente, ya que se constató una baja expresión de IL-17.  
Con respecto a la expresión génica de arginasa en el líquido 
peritoneal, se detectó un descenso que no llegó a ser significativo en los 
animales de 18 dpi en comparación con el grupo control no infectado. El 
control de la expresión génica de la arginasa en diferentes tejidos y células 
regula la disponibilidad de arginina para la producción de óxido nítrico 
(NO), la cual se genera mediante la óxino nítrico sintasa inducble (iNOS). 
Como intermediario de esta reacción, se genera un producto que, a su vez, 
es un potente inhibidor de la arginasa (Soler, 2015). 
Las citoquinas relacionadas con las respuestas inmunitarias de tipo 
Th2 inducen a los macrófagos a expresar arginasa 1. De hecho, se ha 
demostrado que, en macrófagos peritoneales de ratón, es el gen más 
sobreexpresado en respuesta a IL-4 (Welch y cols., 2002). Se ha sugerido, 
además, que la actividad de la arginasa está ligada a la patogenia de la 
infección por parásitos (Hesse y cols., 2001). Parece ser que la principal 
fuente de arginasa en la infección con Schistosoma son los macrófagos 
presentes en los granulomas parasitarios (Stadecker y cols., 1999). En el 
caso de F. hepatica, los niveles de arginasa en macrófagos de bovinos 
vacunados con FhCL1 disminuyen significativamente, indicando que la 
inducción de la actividad alternativa de los parásitos podría estar alterada 
por la vacunación (Golden y cols., 2010). En un estudio llevado a cabo por 
Donnelly y colaboradores (2005), la expresión de arginasa 1 se detectó en 
los macrófagos peritoneales de ratones infectados a las 24 horas pi. Sin 
embargo, la expresión de arginasa 1 fue mucho más débil que la que e 
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observó para otro marcador de la activación alternativa de los macrófagos, 
denominado Fizz1. 
La expresión génica de iNOS en nuestros estudio disminuye de 
forma no significativa en el líquido peritoneal de animales a los 18 dpi en 
comparación con los animales del grupo control no infectado. Este dato 
coincide con el obtenido mediante la técnica de inmunocitoquímica, en la 
que el porcentaje de macrófagos peritoneales que expresan esta enzima en 
su superficie no difieren de forma significativa de los encontrados en el 
grupo control no infectado en los experimentos 1 y 2. Además, sí que la 
intensidad de inmunorreacción así como el porcentaje de macrófagos 
positivos frente a iNOS disminuye en ambos experimentos a los 18 dpi en 
comparación con el resto de grupos infectados estudiados (1, 3 y 9 dpi) en 
ambos experimentos. En el estudio llevado a cabo por Donnelly y 
colaboradores (2005), la expresión génica de iNOS en los macrófagos 
peritoneales de ratón infectados con F. hepatica se detectó a los 21 dpi, pero 
a niveles bajos. Alrededor del día 14 dpi, la maoría de los parásitos alcanzan 
el hígado con migración tisular de los parasitos resultadon en liver injury y 
las células inflamatorias como son los macrofagos producen radicales lifres 
derivados del oxigeno, oxido nítrico y citoquinas inflamatorias en respuesta 
a la actividad del parasito (Behm y cols., 1999), lo que justificaría la 
identificación de inos. 
Se ha demostrado que la vacunación con FhCL1 influye en la 
disminución de los niveles de arginasa en macrófagos de bovinos, indicando 
que la inducción de la actividad alternativa de los parásitos podría estar 
alterada por la vacunación (Golden y cols., 2010). De manera similar, las 
cabras de 7-9 dpi vacunadas con FhCL1 presentaban una mayor expresión 
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de Inos en las células peritoneales en comparación con el grupo control 
infectado. 
En el caso de F. hepatica, los niveles de arginasa en macrófagos de 
bovinos vacunados con FhCL1 disminuyen significativamente, indicando 
que la inducción de la actividad alternativa de los parásitos podría estar 
alterada por la vacunación (Golden y cols., 2010). 
5.4. Estudio proteómico en líquido peritoneal. 
Para comprender mejor la respuesta inmunitaria y la patología 
producida por la infección por F. hepatica a nivel del compartimento 
peritoneal hemos realizado un estudio proteómico con la finalidad de 
evaluar los cambios en el proteoma de líquido peritoneal inducidos por la 
infección por F. hepatica en ovejas a los 18 dpi. Este tipo de estudio es 
totalmente novedoso ya que no se ha realizado previamente en rumiantes ni 
en animales de laboratorio infectados por F. hepatica. Ya que el parásito 
migra desde el intestino hacia el hígado a través del peritoneo, se ha 
considerado la investigación del compartimento peritoneal de animales 
infectados podrían proveer nueva información acerca de la respuesta 
inmunitaria en este compartimento y, a la misma vez, identificar importantes 
proteinas especificas del hospedador relacionadas con la infección. El 
análisis proteómico de respuestas del hospedador frente a F. hepatica se ha 
llevado a cabo en conducto biliar y suero del hospedador (Morphew y cols., 
2007; Rioux y cols., 2008), representando el análisis del conducto biliar los 
estados crónicos de la infección cuando los adultos del parásito han migrado 
ya atraves del hígado hacia los conductos biliares (Morphew y cols., 2007) 
y el análisis del suero representando la respuesta sistémica (Rioux y cols., 
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2008). Sin embargo, hasta la fecha el uso de herramientas de proteómica 
para el análisis del líquido peritoneal solo se ha descrito en pacientes con 
uremia, endometriosis, cáncer ovárico y casos de diálisis peritoneal (Ferrero 
y cols., 2007; Ferrero y cols., 2009; Amon y cols., 2010; Wang y cols., 
2012). En el trabajo de Rioux y colaboradores 2008), las proteínas 
transferrina y apoliproteína A-IV estaban sobreexpresadas en el suero de 
animales infectados con F. hepatica a partir de la semana 9 post-infección. 
Para ello, se separaron las proteínas mediante electroforesis bajo 
condiciones desnaturalizantes y después cortando fracciones por encima y 
por debajo de las proteínas predominantes del hospedador (albúmina de 67 
kDa). 
Si bien es cierto que probablemente quedaran excluidas proteínas de 
las mismas características migracionales que la albúmina, se pudieron 
identificar 176 proteínas diferentes presentes en el líquido peritoneal. Este 
dato proporciona el primer paso para la caracterización de las proteínas que 
podrían jugar un papel importante en la inmunopatología y/o que podrían 
actuar como biomarcadores de la infección con F. hepatica. 
Desde el punto de vista del hospedador, los análisis comparativos de 
nuestros datos proteómicos revelan una fuerte correlación positiva entre las 
réplicas biológicas de cada estadio (grupo control no infectado: r = 0,8799, 
P < 0,0001; grupo infectado: r = 0,7693, P < 0,0001), con las mismas 
proteínas identificadas a niveles comparables, basadas en los valores 
emPAI.  
La proteína periostina es de particular interés porque no solo 
incrementó de manera dramática en el líquido peritoneal de los animales 
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infectados a los 18 dpi, sino que también fue particularmente abundante en 
el citoplasma de los hepatocitos localizados alrededor de los focos 
necróticos, en las células inflamatorias de los propios focos necróticos y en 
el infiltrado inflamatorio agudo de los espacios porta. Como muchos tipos 
celulares expresan periostina, incluyéndose células epiteliales, fibroblastos 
(peritoneo e hígado) y hepatocitos (Sidhu y cols., 2010; Tartibi y Bahna, 
2014; Roselli-Murai y cols., 2013; Riener y cols., 2010; Braun y cols., 2013; 
Conway y cols., 2014; Takayama y cols., 2006; Li y cols., 2015; Parulekar 
y cols., 2014; Johansson y cols., 2013), la fuente de periostina en el fluido 
peritoneal podrían ser el propio tejido hepático dañado. De manera 
alternativa, esta proteína podría estar secretada por los eosinófilos 
peritoneales, los cuales predominan en la cavidad peritoneal a partir del 
noveno día post-infección. 
Se ha demostrado que la proteína periostina está involucrada en la 
desdiferenciación celular, deposición de proteínas de matriz extracelular y 
en los fenómenos de angiogénesis (Liu y cols., 2014; Braun y cols., 2013; 
Conway y cols., 2014). A nivel del hígado, en el cual parece ser que forma 
parte de los procesos de reparación y de remodelación tisular, se colocaliza 
y se une de manera conjunta con las proteínas de matriz extracelular, 
fibronectina, tenascina C y colágeno fibrilar (I, II, V) para formar una 
estructura de tejido conectivo. Además de estar involucrado en procesos de 
fibrosis, la periostina también podría desempeñar un papel en el 
reclutamiento de eosinófilos y en la migración a través de las proteínas de 
matriz extracelulares, como se ha observado en estudios relacionados con el 
asma (Jia y cols., 2012; Li y cols., 2015; Parulekar y cols., 2014; Johansson 
y cols., 2013). También se ha sugerido que la periostina soluble podría 
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dirigir la adhesión de los eosinófilos a la fibronectina de la matriz 
extracelular, aumentando así su supervivencia (Johansson y cols., 2013). 
Curiosamente, la expresión de periostina está fuertemente relacionada con 
las patologías mediadas por Th2 (Bobolea y cols., 2015; Masuoka y cols., 
2012; Sehra y cols., 2011) y se ha propuesto como un biomarcador de la 
inflamación Th2 / eosinofílica (Li y cols., 2015). Por ejemplo, se han 
observado niveles elevados de periostina en el suero de pacientes con 
hepatitis aguda o crónica (Huang y cols., 2015). 
La abundancia de la proteína de adhesión VCAM-1 que se detectó 
mediante proteomica en la cavidad peritoneal de los animales infectados a 
los 18 dpi, se corroboró mediante técnicas inmunohistoquímicas mostrando 
una marcada expresión en el tejido hepático de ovejas infectadas en 
comparación con el tejido hepático del grupo control no infectado. Este 
resultado es consistente con los observados en otros estudios en los que la 
expresión aumentada de VCAM-1 está asociada con enfermedades crónicas 
del hígado y relacionadas con los conductos biliares (Afford y cols., 2014). 
Como se ha observado en este estudio, la expresión de VCAM-1 es baja en 
células que no han sufrido daño mientras que durante la inflamación 
hepática esta expresión aumenta y se cree que es importante en el 
reclutamiento de monocitos y linfocitos (Paik y cols., 2003; Jaruga y cols., 
2004; Qin y cols., 2006). Cannistra y colaboradores (1994), mostraron que 
la VCAM-1 funcional se expresa en las células mesoteliales activadas y 
podría jugar un papel en el brazo distal del tráfico de leucocitos hacia la 
cavidad abdominal. Además, las células epiteliales intestinales son capaces 
de expresar VCAM-1 durante la inflamación de la mucosa (Li y cols., 1998), 
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las cuales podrían pasar hacia el peritoneo después de la migración de los 
NEJs a través del intestino.  
En nuestro estudio se identificaron algunos componentes del sistema 
del complemento (C1-C9) en los datos de proteómica. En particular, C3, los 
subcomponentes C1g y s, y la proteína C4BP mostraron incremento en los 
animales infectados (18 dpi), estando C3 incrementado significativamente 
(P<0,0029). C3 es la proteína original del C3a, la cual ha demostrado tener 
propiedades quimioatrayentes para los eosinófilos (DiScipio y cols., 2007) 
y, por lo tanto, la escisión proteolítica de esta proteína podría estar asociada 
con el incremento en los eosinófilos peritoneales observados. La 
importancia de la cascada del complemento durante la infección por F. 
hepatica está acentuadapor el análisis transcriptómico del hígado llevado a 
cabo por Alvarez-Rojas y colaboradores (2015), que hallaron una 
sobreexpresión de genes relacionados con el sistema del complemento  a las 
2 semanas post infección, particularmente la proteína inhibidora del 
complemento C4BP, la cual se ha demostrado que tiene efecto anti-
inflamatorio e inmunomodulador (Olivar y cols. 2013). Estudios in vitro han 
mostrado que la activación del complemento en la superficie de estadios 
juveniles de S. mansoni puede mediar la muerte del parásito (Ramalho-Pinto 
y cols., 1978; Vignali y cols., 1988). Mientras que diversos estudios han 
demostrado que algunos parásitos, incluido F. hepatica, son capaces de 
inhibir tanto la forma clásica como la alternativa del sistema del 
complemento como parte del conjunto de estrategias que utilizan para 
sobrevivir (Montgomery y cols., 1986; Baeza y cols., 1994), la posible 
interaccion entre la cascada del complemento y las formas juveniles de F. 
hepatica merecen más investigaciones. 
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El análisis proteómico realizado en este trabajo también detectó la 
presencia de proteínas de la matriz extracelular procedentes del hígado en el 
líquido peritoneal, que están probablemente asociados con el daño hepático 
causado por la actividad digestiva de la migración de los parásitos. El 
colágeno VI fue particularmente abundante, quizá no de una manera 
sorpresiva dado que forma parte del tejido conectivo, formando redes de 
ramificación que se unen a otras proteínas de la matriz extracelular. La 
participación del colágeno en la formación de esta red de tejido conjuntivo 
aumenta durante el proceso de fibrosis hepática y un incremento de su forma 
soluble en la circulación de los pacientes con enfermedad hepática crónica 
se utiliza como marcador de daño hepático y de fibrosis hepática (Schuppan 
y cols., 2001; Rühl y cols., 1999; Atkinson y cols., 1996; Mak y cols., 2014). 
La expresión génica del colágeno VI está sobreexpresada en hígados de 
oveja infectadas con F. hepatica de 8 semanas post infección (Álvarez-
Rojas y cols., 2015), indicando que tiene un papel en la remodelación tisular 
tras la infección parasitaria. 
Otro marcador temprano del daño hepático es la expresión 
incrementada y deposición de la proteína de adhesión fibronectina (Hahn y 
cols., 1980; Odenthal y cols., 1993; Rescan y cols., 1993), la cual es 
activamente secretada por las células estrelladas hepáticas en repuesta al 
daño hepático (Huang y cols., 2015). En nuestro estudio se obsevaron 
niveles elevados de fibronectina en el fluido peritoneal, que junto con los de 
colágeno VI, podrían ser liberados por el hígado a medida que las formas 
juveniles de F. hepatica migran activamente a través del tejido conectivo 
del hígado, más que cuando penetran a través de las estructuras fibrilares de 
colágeno (colágeno I, III y V) en esta etapa temprana. La capacidad de 
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descubrir interacciones entre el huésped y el parásito ahora puede 
completarse a través de la disponibilidad de amplios conjuntos de datos 
bioinformáticos tanto para F. hepatica (Robinson y cols., 2009; Young y 
cols., 2010; Cancela y cols., 2010; Cwiklinski y cols., 2015) como para 
varios hospedadores definitivos de este parásito, incluyéndose los genomas 
tanto de bovino como de ovino (Reese y cols., 2010; Childers y cols., 2011; 
Jiang y cols., 2014). En particular, nuestro estudio fue posible gracias a la 
disposición y al acceso del genoma de Ovis aries más reciente (Jiang y cols., 
2014). Además, actualmente se están llevando a cabo estudios que analizan 
respuestas específicas del hospedador usando transcriptómica (Cadman y 
cols., 2014; Rojas-Caraballo y cols., 2015; Fu y cols., 2016; Álvarez-Rojas 
y cols., 2016). Un reciente estudio llevado a cabo por Álvarez-Rojas y 
colaboradores (2015), describe los cambios transcriptómicos observados en 
el hígado de ovejas infectadas con F. hepatica a las 8 semanas post-
infección, incluyéndose algunos genes sobreexpresados ligados a los 
procesos de fibrosis (genes relacionados con TGF-β, calponina, transgelinas 
y osteopontina) y marcadores relacionados con la respuesta celular de los 
linfocitos T, como son el TGF-β  y el TNF. Se ha observado que la proteína 
osteopontina, junto con la periostina, tiene un papel en mediar la inflamación 
crónica de rinosinusitis mediante la inducción de una respuesta 
proliferactiva de las proteínas de la matriz extracelular (Daines y cols., 
2011). Debido a que los procesos de fibrosis comienzan normalmente a 
partir de las 4 semanas post infección, la periostina podría estar facilitando 
la remodelación hepática sin inducir fibrosis con anterioridad a la inducción 
de otras proteínas asociadas con los procesos de fibrosis, como se ha 
observado en el tejido miocárdico (Kühn y cols., 2007; Ma y cols., 2015). 
En nuestro trabajo, no se observó expresión de IFN-γ en animales a los 18 
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dpi, lo cual podría estar relacionado con la expresión IL18BP, ya que éste 
se ha descrito como un inhibidor natural del IFN-γ (Novick y cols., 1999). 
Sin embargo, la expresión de IL18BP requiere investigaciones adicionales. 
Aunque la sobreexpresión de TGF-β es consistente con nuestro estudio, el 
resto de marcadores que se han encontrado sobreexpresados en el caso de 
animales de 8 semanas pot infección son diferentes, reflejando que las 
muestras usadas para el análisis (tejido y células) son diferentes y que el 
perfil de la respuesta inmunitaria cambia durante el transcurso de la 
infección. Nuestro estudio centrado en la infección temprana en el 
compartimento peritoneal ha identificado marcadores inmunitarios 
relacionados con la fasciolosis temprana. Dado que hemos observado que 
los niveles en suero de GLDH y de GGT no son marcadores fiables del daño 
hepático en etapas previas a los 18 dpi, y que la respuesta inmunitaria no se 
ha diferenciado aún, este estudio ha identificado nuevas moléculas asociadas 
con la infección temprana con F. hepatica en esta etapa. Estos marcadores 
biológicos podrían ser útiles para el desarrollo de futuros métodos de 
diagnóstico y también de estrategias de vacunación para definir respuestas 
inmunitarias protectoras. 
Se necesita la realización de estudios complementarios enfocados en los 
mecanismos utilizados por el parásito F. hepatica para modular la respuesta 
inmunitaria en rumientes, particularmente durante faes tempranas de la 
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1. El recuento absoluto de leucocitos peritoneales aumentó a los 9 y 
18 dpi en los dos experimentos, sugiriendo un reclutamiento activo de 
leucocitos en estadios tempranos de la infección por F. hepatica en oveja.  
2.  El recuento diferencial de leucocitos peritoneales mostró un 
marcado incremento de eosinófilos a los 9 dpi y particularmente a los 18 
dpi, lo que influyó en la disminución relativa de macrófagos a los 9 y 18 
dpi y de linfocitos a los 18 dpi. 
3.  El aumento significativo en la expresión de CD206 desde el día 1 
post-infección en ambos experimentos y la escasa variación en la 
expresión de iNOS, sugieren una activación alternativa o M2 de los 
macrófagos peritoneales desde el primer dpi en ovejas infectadas por F. 
hepatica.  
4. La ausencia de diferencias significativas en la expresión génica de 
las citoquinas IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, IL-23 y de los factores TGF-β, 
IFN-γ, TNF-α, iNOS y Arginasa, a los 18 dpi respecto al grupo control no 
infectado, podría ser debida a la elevada variabilidad individual y a que la 
respuesta inmunitaria en peritoneo todavía no ha sido estimulada. 
5. El análisis proteómico comparativo del líquido peritoneal de ovejas 
infectadas a los 18 dpi identificó un total de 176 proteínas, entre las que se 
encontraron proteínas estructurales derivadas de la matriz extracelular 
hepática, del tejido conectivo y del epitelio y proteínas relacionadas con el 
sistema inmunitario. 
6. Las proteínas periostina y la molécula de adhesión vascular-1 
(VCAM-1) fueron las más abundantes en el líquido peritoneal de las 
ovejas infectadas con F. hepatica a los 18 dpi en comparación con el grupo 
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control no infectado, lo que indica un incremento de la adhesión y 
migración leucocitaria hacia el compartimento peritoneal. 
7.  La inmunolocalización de las proteínas periostina y VCAM-1 en el 
tejido hepático de las ovejas infectadas con F. hepatica a los 18 dpi, 
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1. The absolute count of peritoneal leucocytes increased at 9 and 18 dpi 
in both experiments, suggesting an active recruitment of leucocytes in early 
stages of infection with F. hepatica in sheep. 
2. The differential count of peritoneal leucocytes showed a marked 
increase of eosinophils at 9 dpi and particularly at 18 dpi, resulting in a 
relative decrease of macrophages at 9 and 18 dpi and lymphocytes at 18 dpi. 
3. The significative increase in CD206 expresssion since 1 dpi in both 
experiments together with the little variation observed in iNOS expression 
suggest that an alternative M2 activation of peritoneal macrophages is taking 
place in sheep infected with F. hepatica since the first dpi. 
4. The fact that no significative differences were found in the genetic 
expression of cytokines IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, IL-23 and factors TGF-
β, IFN-γ, TNF-α, iNOS and Arginase at 18 dpi comparing with the 
uninfected control group could be due to the high individual variability 
together with the fact that the the immune response in the peritoneum hasn 
not been yet estimulated. 
5. The comparative proteomic analysis between the peritoneal fluid of 
sheep infected with F. hepatica at 18 dpi and non-infected sheep identified 
a total of 176 proteins, including liver extracellular matrix proteins and 
proteins related to the connective tissue, the epithelium and the immune 
system. 
6. The periostin and vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) 
were the most abundant proteins within the peritoneal fluid of sheep infected 
with F. hepatica at 18 dpi and these have been described to be involved in 
the leucocyte recruitment and adhesion to the peritoneal compartment. 
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7. The immunolocalization of periostin and VCAM-1 proteins within 
the liver tissue of sheep infected with F. hepatica at 18 dpi suggests the 
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Immune signatures of pathogenesis 
in the peritoneal compartment 
during early infection of sheep with 
Fasciola hepatica
Maria teresa Ruiz-Campillo1, Veronica Molina Hernandez2, Alejandro escamilla1, Michael 
stevenson2, Jose perez1, Alvaro Martinez-Moreno1, sheila Donnelly3, John p. Dalton2 & 
Krystyna Cwiklinski2
Immune signatures of sheep acutely-infected with Fasciola hepatica, an important pathogen of 
livestock and humans were analysed within the peritoneal compartment to investigate early infection. 
Within the peritoneum, F. hepatica antibodies coincided with an intense innate and adaptive cellular 
immune response, with infiltrating leukocytes and a marked eosinophilia (49%). However, while 
cytokine qPCR analysis revealed IL-10, IL-12, IL-13, IL-23 and TGFβ were elevated, these were not 
statistically different at 18 days post-infection compared to uninfected animals indicating that the 
immune response is muted and not yet skewed to a Th2 type response that is associated with chronic 
disease. Proteomic analysis of the peritoneal fluid identified infection-related proteins, including 
several structural proteins derived from the liver extracellular matrix, connective tissue and epithelium, 
and proteins related to the immune system. Periostin and vascular cell adhesion protein 1 (VCAM-
1), molecules that mediate leukocyte infiltration and are associated with inflammatory disorders 
involving marked eosinophilia (e.g. asthma), were particularly elevated in the peritoneum. Immuno-
histochemical studies indicated that the source of periostin and VCAM-1 was the inflamed sheep liver 
tissue. this study has revealed previously unknown aspects of the immunology and pathogenesis 
associated with acute fascioliasis in the peritoneum and liver.
Fasciolosis is a disease of ruminants caused by the liver fluke Fasciola hepatica, and results in worldwide economic 
losses of greater than US $3 billion per annum1–3. It is also recognised by the World Health Organisation (WHO) 
as an important zoonosis; global infections are estimated between 2 and 17 million, with 180 million people at 
risk of infection4–6. The economic losses in ruminants are associated with the liver damage caused by parasites 
migrating through the definitive hosts resulting in poor food conversion, impaired fertility and reduced wool and 
milk production7–11.
Parasite migration begins following the ingestion of the infective encysted stage, the metacercariae, that 
excyst within the intestine as newly excysted juveniles (NEJs). The NEJs traverse the intestinal wall into the 
peritoneal cavity, where they continue to migrate through the liver capsule into the liver parenchyma. Those 
parasites that reach the liver, normally between four and six days post-infection, cause extensive tissue damage 
and haemorrhaging in the liver parenchyma resulting in the hepatic pathogenesis associated with acute fascio-
losis12. F. hepatica secretes molecules that modulate the host immune response and induce the development of a 
Th2 response and concomitant inhibition of protective pro-inflammatory responses as the disease progresses to 
chronicity12, 13. This polarisation of the immune responses is sufficiently potent to influence the host’s susceptibil-
ity to co-infections with bacterial pathogens13–19.
Acute fasciolosis is especially problematic in sheep that die suddenly from haemorrhage and liver damage, 
particularly when large numbers of migrating immature flukes enter the liver; according to the National Animal 
Disease Information Services (NADIS) it is estimated that up to 10% of sheep at risk of infection in the UK will 
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die of acute disease20. Clinical signs of infection include anaemia, dyspnoea, ascites and abdominal pain, which 
are also associated with sub-acute disease. Parasite populations resistant to the frontline anthelminthic used to 
treat acute fasciolosis, triclabendazole, are becoming more prevalent leaving farmers with no means of controlling 
acute infection21.
Studies have shown that as the parasite migrates through the intestinal epithelium clinical signs are not evi-
dent, although an immunological response is induced, as illustrated by the large number of immune cells infiltrat-
ing into the peritoneal cavity22, 23. Since the parasite migrates from the intestine to the liver via the peritoneum we 
considered that investigation of the peritoneal compartment of infected animals may provide new information of 
the early immune response in this compartment that can be exploited for vaccine development. At the same time, 
the data could also identify important host-specific proteins related to infection.
Proteomic analysis of the host response to F. hepatica has been carried out on host bile and serum24, 25, with 
the analysis of bile representing the chronic stages of infection when the adult parasites have migrated through 
the liver to the bile ducts24 and the serum representing the systemic response25. However, to date, the use of pro-
teomics tools for the analysis of peritoneal fluid has only been reported in patients with uremia, endometriosis, 
ovarian cancer and following cases of peritoneal dialysis26–29, which has facilitated the development of biomarkers 
for these respective diseases/pathologies.
In the present study, we examined the changes that occur within the peritoneal compartment of sheep during 
the first 18 days of infection (dpi) with F. hepatica. This is the first differential proteomic analysis of peritoneal 
fluid comparing uninfected and infected sheep. Our data reveal immune signatures within the peritoneum, with 
the identification of molecular markers of significant parasite-induced liver pathogenesis. These molecular mark-
ers may be useful for vaccine development studies in the future, particularly in relation to defining correlates of 
protective immune responses.
Results
early liver pathology caused by the migration of immature Fasciola hepatica. No gross changes 
on either the diaphragmatic or visceral surface (Fig. 1A) were observed for the uninfected sheep. Liver from 
infected sheep (18 dpi) showed white/yellow foci and tortuous tracts ranging from 0.2–1.5 cm length located 
on the liver surface, mainly on the diaphragmatic aspect of the left lobe, consistent with F. hepatica infection 
(Fig. 1C). For some of the sheep, spots or small red tracts due to hyperaemia and haemorrhage could be observed.
At the microscopic level, histopathology revealed no hepatic damage in the uninfected sheep (Fig. 1B). In 
the infected animals, necrotic foci and necrotic tortuous tracts within the hepatic parenchyma, mainly involving 
Figure 1. Comparison of gross and microscopical liver pathology between uninfected (A and B) and infected 
(C and D) animals. (A) Liver showing no apparent gross pathology. (B) HE stained liver microphotograph 
showing centrilubular veins (c) and portal spaces (p) with blood vessels and bile ducts and absence of 
inflammatory infiltrate (Magnification x400). (C) Liver showing white tortuous tracts caused by F. hepatica. (D) 
HE stained liver microphotograph displaying acute small necrotic foci without inflammatory infiltrate (n), acute 
necrotic foci with presence of abundant necrotic inflammatory cells (ne) and severe inflammatory infiltrate in 
adjacent portal spaces (Magnification x400).
www.nature.com/scientificreports/
3Scientific RepoRts | 7: 2782  | DOI:10.1038/s41598-017-03094-0
sub-capsular areas were observed (Fig. 1D). Examination of the acute necrotic foci revealed a moderate inflam-
matory infiltrate, with a predominant infiltration of eosinophils and minimal infiltration of neutrophils (<1–2%), 
and peripheral focal haemorrhages. Portal spaces adjacent to necrotic foci showed severe inflammatory infiltrate 
suggesting that the route of the infiltrating inflammatory cells was through the portal vessels.
Liver enzyme analysis of the infected animals was consistent with the stage of liver fluke infection of the 
liver migrating parasites; elevated levels of glutamate dehydrogenase (GLDH) indicative of liver disease were 
observed, which were statistically significant when compared to the uninfected animals, based on normalised 
data (P value < 0.01). Furthermore, very low levels of gamma glutamyl-transferase (GGT), which is typically used 
as an indicator of chronic infection, were observed in both infected and non-infected groups (Fig. 2). Although 
the values observed for GLDH were significantly different between the groups, this was only observed when the 
data was normalised and large variation was observed between the animals suggesting that these serum enzymes 
may not be reliable markers for fasciolosis in sheep in the first 18 dpi. Analysis of liver enzymes within the perito-
neal fluid found lower levels of GLDH compared to serum and no significant differences between the uninfected 
and infected animals (data not shown). GLDH originates from hepatocytes located in the centrilobular area of 
the liver that express high levels of this enzyme and directly release it into the circulation making it more readily 
detected in serum30.
Immune signatures within the peritoneal compartment during acute F. hepatica infec-
tion. Using a combination of western blot and ELISA we evaluated the humoral immune response against F. 
hepatica in the peritoneal fluid of uninfected and infected animals (Fig. 3A,B). IgG antibodies against the recom-
binant F. hepatica antigen FhCL1 were markedly increased in the peritoneal fluid of infected sheep confirming F. 
hepatica infection (P value < 0.01). No FhCL1-specific antibodies were detected in uninfected sheep. This is the 
first report of the F. hepatica ELISA utilising FhCL1 being used for peritoneal fluid.
Analysis of the leukocyte profile found within the peritoneum revealed that the humoral response against F. 
hepatica coincides with a cellular immune response as observed by the statistically significant rise in total leuko-
cyte number within the peritoneal fluid, from a mean value of 6 × 106 ± 2.6 (SD) cells per ml in the uninfected 
animals to a mean value of 25 × 106 ± 15.6 (SD) cells per ml (P value < 0.05; Fig. 3C). In addition, the populations 
of individual cell types were dramatically altered; most notably, with 49% of the cell population comprised of 
eosinophils in the infected sheep compared to 2% in the uninfected sheep, which represented a 94-fold increase in 
the actual number of eosinophils at 18 dpi compared to uninfected sheep (P value < 0.01). Whilst the proportion 
of macrophages and lymphocytes in the total cell counts were reduced following infection (Fig. 3D), due to the 
4-fold increase in total cell count, the actual cell numbers increased 2-fold and 2.5-fold, respectively (Fig. 3E). 
There was also no evidence of mast cells or basophils within the cellular infiltrates, consistent with other studies 
in sheep31.
An extensive panel of ovine cytokines related to parasite infection were selected for qPCR analysis of the 
transcripts isolated from total peritoneal cells. Some primers were obtained from the literature, while others were 
designed as part of this study using available ovine cytokine gene sequences (Table 1). Cytokines IL-1, IL-4 and 
IL-5, and the chemokine Eotaxin were not detected in our samples from infected and non-infected animals. Five 
cytokines (IL-10, IL-12, IL-13, IL-23 and TGF-β) were shown to be more highly transcribed by the peritoneal cells 
from infected animals compared to cells taken from uninfected animals, relative to three housekeeping genes, 
β-actin, beta-2-microglobulin (B2M) and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (Fig. 4). These 
results were not shown to be statistically significant due to the high variability between the animals.
eCM proteins associated with infection and liver pathology. Comparative analysis of the perito-
neal fluid recovered from the uninfected and infected sheep identified a total of 176 proteins based on at least 
Figure 2. Liver enzyme profile. Serum from uninfected (UI) and infected (I) sheep, representing the mean 
(n = 5) of each group ± standard deviation were analysed for a variety of liver enzymes. The normalised data is 
shown by a dot plot on a log scale. Prot: total protein (g/l); Alb: albumin (g/l); Glob: globulin (g/l); GGT: gamma 
glutamyl-transferase (units/l) and GLDH: glutamate dehydrogenase (units/l). *P value = 0.01.
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Cytokine Forward sequence 5′-3′ Reverse sequence 5′-3′ Reference
IFN-γ ATCTCTTTCGAGGCCGGAGA ATTGCAGGCAGGAGAACCAT 110
IL-1 CACTGCCAGAAAATAAGCTGAAAC TGATCAAGCAAATCGCCTGAT 111
IL-4 GGAGCTGCCTGTAGCAGACG TTCTCAGTTGCGTTCTTTGGG 110
IL-5 CTGCTGATAGGTGATGGGAACTT GGTGATTTGTATGCTGAGGAGTAGG 110
IL-10 CTGAGAACCATGGGCCTGAC TCTCCCCCAGCGAGTTCAC 110
IL-12 GAATTCTCGGCAGGTGGAAG GTGCTCCACGTGTCAGGGTA 110
IL-13 AGAACCAGAAGGTGCCGCT GGTTGAGGCTCCACACCATG 110
IL-17 TGTGAGGGTCAACCTGAACAT TGATAATCGGTGGGCCTTCTG 111
IL-23 GGGAAGTGGACAGAGGTTCC CTGCCTCTCCAATCTGGGTG 112
TNF-α CCCGTCTGGACTTGGATCCT TGCTTTTGGTGCTCATGGTG 110
TGFβ1 GAACTGCTGTGTTCGTCAGC GGTTGTGCTGGTTGTACAGG 113
Arginase GCGGAAGTCAAGAAGACTGG AGGTTGTCCATGCAAGTTCC Current study±
iNOS TAGAGGAACATCTGGCCAGG TGGCAGGGTCCCCTCTGATG Current study^
Eotaxin ACAAGAAAATCTGTGTTGATCCCC CCATGGCATTCTGGACCC 111
B2M TTCTGTCCCACGCTGAGTTCA CAACCCAAATGAGGCATCGT *
Β-actin ACCAGTTCGCCATGGATGA AGCCGTTGTCAACCACGAG 110
GAPDH GGTGATGCTGGTGCTGAGTA TCATAAGTCCCTCCACGATG 111
Table 1. Primers for quantitative PCR (qPCR) cytokine analysis. *Pacheco, I.L., personal communication. 
±Based on Ovis aries arginase 1 (XM_004011324). ^Based on the bovine sequences from Adler et al.114 using  
the Ovis aries nitric oxide synthase 2 gene (XM_004012488).
Figure 3. Peritoneal fluid humoral and cellular analysis. (A) Detection of F. hepatica cathepsin L1 (FhCL1) 
specific antibodies in peritoneal fluid by immunoblotting. Lane 1: FhCL1 positive control; Lane 2: peritoneal 
fluid from the uninfected pool (UI_PF); Lane 3: peritoneal fluid from the infected pool (I_PF). (B) IgG level 
response in peritoneal fluid against F. hepatica cathepsin L1 (FhCL1). 1: FhCL1 positive control; 2: uninfected 
(UI_PF); 3: infected (I_PF). (C) Total mean cell count per ml in the peritoneal fluid from the uninfected 
(UI) and infected (I) groups (n = 5; ± standard deviation is represented). (D) Mean differential cell count 
showing the percentages of macrophages, lymphocytes, neutrophils and eosinophils in the peritoneal fluid of 
uninfected and infected sheep (n = 5; ± standard deviation is represented). (E) Mean differential cell count of 
macrophages, lymphocytes, neutrophils and eosinophils in the peritoneal fluid of uninfected and infected sheep 
(n = 5; ± standard deviation) represented by cell number. *P value < 0.05; **P value < 0.01.
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two unique peptides and the presence in both biological samples from experimental sheep trials carried out in 
Spain and the UK, which were classified according to putative function (Supplementary Table 1; Supplementary 
Fig. 1). Several structural proteins were identified related to the liver extracellular matrix (ECM), connective 
tissue and epithelium, including collagen VI structural unit proteins, fibronectin and fibrocystin, as well as pro-
teins related to the immune system including immunoglobulins and components of the complement system 
(Fig. 5). Of particular note were the ECM-related proteins that showed the highest fold change differences in the 
infected animals when compared with the uninfected animals, namely, periostin (fold change 5.8) and vascular 
cell adhesion protein 1 (VCAM-1; fold change 3) (Fig. 5B). Periostin is associated with several inflammatory dis-
orders and in particular, has been shown to be a systemic biomarker of airway eosinophilia in asthmatic patients 
being related with eosinophilic airway inflammation32, 33. VCAM-1, a leukocyte adhesion molecule expressed 
by cytokine-activated endothelial cells in culture, mediates mononuclear leukocyte infiltration in vessels and 
interstitium34. To confirm the presence of these proteins within the liver, we used an immunohistochemistry 
approach on sections of liver from the uninfected and infected sheep (Fig. 6). Periostin was found to be confined 
to the cytoplasm of hepatocytes and localised in the liver parenchyma in both the uninfected and infected animals 
(Fig. 6B,E and H, respectively). Interestingly, stronger periostin-related staining was observed in the hepato-
cytes surrounding the necrotic foci of infected animals. Furthermore, a moderate number of inflammatory cells 
were positive in the inner area of the acute necrotic foci and within the acute inflammatory infiltrate associated 
with the portal space (Fig. 6E and H). VCAM-1 was detected in the liver from infected animals, mostly in the 
inflammatory cells showing a reticular pattern; morphology compatible with dendritic cells within sites of acute 
inflammation. No VCAM-1 positive cells were found within the acute necrotic foci (Fig. 6F and I), compared with 
the very few positive cells with macrophage morphology localised in the portal spaces of the uninfected animals 
(Fig. 6C). Surprisingly, no VCAM-1 positive endothelial cells were detected in either the uninfected or infected 
animals.
Discussion
The migration of F. hepatica NEJ from the intestine to the liver is a critical step in the parasites’ establishment of 
infection in the mammalian host. Entry of the liver is accompanied by the development of the parasite gut, met-
abolic alterations, rapid growth and a marked regulation of expression of >8000 genes35. From the hosts’ point of 
view, penetration and migration through the liver provokes severe pathogenesis as a result of intense inflamma-
tory immune responses to fluke secretory antigens (including many proteases) and tissue damage. Prevention of 
tissue damage and inflammation is the primary aim of disease control; this makes the flukicide triclabendazole 
very attractive as a treatment since it is the only drug effective against the early migratory stages of the parasite. 
The spread of triclabendazole-resistant parasites, however, has left farmers without a means to control early and 
acute fasciolosis and consequently the disease has become increasingly prevalent in Europe and elsewhere12, 21, 36. 
Our focus is to develop an effective vaccine against F. hepatica that is directed at the early migratory stages to pre-
vent their penetration into, and migration within, the liver. For this, we need to further understand the immune 
response of the host to these early invasive stages, particularly in the vicinity of their migration i.e. the peritoneal 
cavity.
The immunological profile in the peritoneum during early stages of fasciolosis reflects that specific 
immune signatures can be identified within the ovine peritoneal compartment. Analysis of the peritoneal fluid 
showed a clear antibody response characterised by the presence of anti-FhCL1 (a secreted protease) antibod-
ies. Furthermore, there was intense cellular activity of both innate (macrophages, eosinophils) and adaptive 
Figure 4. Analysis of relative quantitative cytokine gene expression within the cells of the peritoneal fluid, 
represented by normalized relative fold expression on log10 scale. Immune marker transcript abundance of 
the infected group was normalised against the abundance of the respective transcripts in the uninfected group. 
Transcript abundance of the uninfected group (not shown on graph) is equal to 1. Data represents mean + SEM 
of fold changes in target transcript abundance relative to three house-keeping genes: β-actin, B2M and GAPDH. 
Each bar represents data from five biological replicates; statistical analyses were performed using One Way 
ANOVA with Tukey’s post hoc tests, comparing the data from the uninfected with infected samples, which 
showed no statistical differences based on animal variation within each group.
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(lymphocytes) immune cells. Most notable was the very marked eosinophilia (49% of immune cells). Eosinophilia 
is also observed within the peritoneum during the early stages of infection in rats37, and was observed by both 
histocytochemical studies22, 23, 38 and transcriptome analysis of F. hepatica-infected sheep liver39, 40. Marked 
eosinophilia is typical of helminth infections that drive Th2-dominant immune responses and in some cases, 
for example primary filarial infections41 and schistosomiasis42, 43, is associated with significant immune protec-
tion. However, the role of these cells in regulating immune responses to infection and their direct anti-parasite 
function is being heavily debated. Studies using eosinophil deficient mice infected with Schistosoma mansoni and 
Nippostrongylus brasiliensis have shown that the high levels of eosinophils may play a role in tissue remodelling 
rather than as agents of parasite damage (reviewed by44). Similarly Ohnmacht and colleagues45 suggest that the 
peritoneal cavity is a reservoir for eosinophils during helminth infection. Given the lack of resistance observed 
in sheep (reviewed by36) and our observations of marked eosinophilia within the peritoneum we would conclude 
they are not protective in primary responses in this species. Coupled with the lack of eosinophil degranulation 
proteins observed within the peritoneal fluid and the fact that the majority of the F. hepatica parasites at 18 dpi 
Figure 5. Expression profile of proteins identified within the peritoneal fluid relating to (A) blood, coagulation 
and the immune system, (B) cell cycle and cell adhesion, (C) collagen and cytoskeletal structure. The fold 
change, represented on a log 2 scale, was calculated based on the differences in protein concentration (emPAI 
values) between the uninfected and infected peritoneal fluid samples.
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are present within the liver, this implies that the peritoneal cavity acts as a reservoir for non-activated eosinophils 
that disseminate from here to other compartments.
F. hepatica infection studies in mice46, 47 and ruminants48–51 show that the immune response is dominated by 
a Th2-type response. However, most studies in ruminants have examined infections at patent or chronic stages 
when significant parasite development and host tissue damaged has occurred48, 49, 51. Our present study is the 
first to investigate early immune responses in the peritoneum compartment at a very early stage of infection. 
Our cytokine analysis of the mixed population of peritoneal cells by qPCR detected increased transcription of 
cytokines IL-12 and IL-23 that are associated with pro-inflammatory processes. Increased gene transcription 
of TGF-β and IL-10 was also observed in the infected animals, with TGF-β being implied in anti-inflammatory 
responses inducing fibrosis and tissue regeneration. TGF-β and IL-10 also play a central role in minimizing 
pathology and enhancing tissue repair during helminth infections52, 53. Interestingly, we did not observe IL-4, but 
perhaps transcription of this cytokine is down-regulated by TGF-β as seen in N. brasiliensis infections in mice 
whereby Treg–derived TGF-β counterbalanced IL-4 expression54. Similarly, in F. hepatica-infected mice only low 
levels of IL-4 transcription can be detected at 14 days post infection46. Overall, our data imply that, the immune 
responses initiated within this mixed population of cells, comprised of 20% lymphocytes, prior to 18 days of F. 
hepatica infection in sheep is weak and not differentiated to a Th2 type typical of chronic infection. The potent 
skewing towards a Th2 response appears only to occur after the parasite has penetrated the liver parenchyma and 
caused significant tissue damage (12; Cwiklinski et al., unpublished).
To further describe the immuno-pathological responses to F. hepatica infection and complement previous 
studies of the peritoneal compartment55–57, we employed a novel approach to identify the proteins present within 
sheep peritoneal fluid during early F. hepatica infection using proteomics. This was performed by electropho-
retically separating the proteins under denaturing conditions and then slicing fractions above and below the 
predominant host proteins (circa 67 kDa albumin; Supplementary Figure 1). While we likely missed proteins 
Figure 6. Immuno-labelling potential biomarkers of liver damage. Liver sections from uninfected (A,B,C) and 
infected sheep (D,E,F,H,I) were probed with periostin rabbit anti-mouse polyclonal antibody (B,E and H) and 
Vascular cell adhesion protein 1 (VCAM-1) rabbit anti-rat, mouse, human monoclonal antibody (C,F and I). 
Rabbit pre-immune serum (A and D) and staining using the goat anti-rabbit biotinylated secondary antibody 
only (G) were used as negative controls. Panels H and I are high powered images of panels E and F representing 
periostin and VCAM-1 staining, respectively. Periostin reactivity in the uninfected sheep (B) is found in the 
cytoplasm of hepatocytes, particularly in perilobular areas (arrows), whereas in the infected sheep (E and 
H) strong reactivity is found in hepatocytes (arrows) adjacent to inflammatory infiltrates (if) surrounding 
necrotic foci and in inflammatory cells (arrow heads). VCAM-1 is weakly expressed in the uninfected sheep 
(C) but strongly expressed in acute infection (F and I) particularly in the inflammatory infiltrates (if) showing 
a reticular pattern (arrow heads). ne: acute necrotic foci; if: inflammatory infiltrate; p: portal space. Scale bars 
represent 100 µm (A–G) and 50 µm (H and I).
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at similar migration to albumin we were able to identify 176 peritoneal fluid proteins. This data provides the 
first step to characterising the proteins that may play an important role in immunopathology and/or can act as 
biomarkers of infection. This study also reflects analysis of the host response following infection with different F. 
hepatica isolates, a UK isolate (South Gloucester) and an Italian isolate. Genetic analysis of these isolates has yet 
to be carried out, though recent studies have shown that F. hepatica is highly polymorphic and isolates within the 
UK show high levels of genetic diversity35, 58, indicating that these two isolates could exhibit differences. From the 
host’s point of view, comparative analysis of our proteomic data revealed a strong positive correlation between 
the biological replicates of each time-point (uninfected: r = 0.8799, P < 0.0001; infected: r = 0.7693, P < 0.0001), 
with the same proteins identified at comparable levels, based on emPAI values. As this study focussed on the early 
stages of infection, the number of parasites responsible for the infection cannot be quantified, so inferences of the 
virulence/pathogenicity of these isolates were not made as part of this study. However, based on similar pathology 
and immune responses across both experiments, these results indicate that despite potential genetic diversity, 
during the early stages of infection, the host response is comparable to each isolate.
The protein periostin is of particular interest because not only was it dramatically increased in the perito-
neal fluid of infected animals it was also particularly abundant in the cytoplasm of hepatocytes surrounding the 
necrotic foci, within inflammatory cells of the acute necrotic foci and within the acute inflammatory infiltrate 
associated with the portal space. As several cell types express periostin, including epithelial cells, fibroblasts (peri-
toneal and liver) and hepatocytes59–68, the source of periostin within the peritoneal fluid may be damaged liver 
tissues. Alternatively, the protein could be secreted by the peritoneal eosinophils that predominate in the cavity. 
Periostin has been shown to be involved in cellular dedifferentiation, ECM deposition and angiogenesis33, 63, 64, 
and within the liver where it plays a role in wound repair and tissue remodelling it co-localises with and binds to 
the ECM proteins fibronectin, tenascin C and fibrillar collagen (I, II, V) to form a connective tissue structure65. 
As well as being involved in fibrosis, periostin could also play a role in promoting eosinophil recruitment and 
migration within the ECM as observed in asthmatic studies32, 66–68. It has been suggested that soluble periostin 
may drive adhesion of eosinophils to ECM fibronectin increasing their survival68. Interestingly, expression of 
periostin is strongly associated with Th2-mediated pathologies69–71 and has been proposed as a biomarker for 
Th2-driven/eosinophilic inflammation66. For example, elevated levels of periostin can be detected in the serum of 
patients with acute or chronic hepatitis72.
The abundance of the adhesion protein VCAM-1 within the infected peritoneal cavity was supported by 
immunohistochemistry analysis that showed its enhanced expression in liver tissue of infected sheep compared to 
non-infected animals. This is consistent with other studies showing an increase in VCAM-1 expression associated 
with chronic liver and biliary diseases73. As observed in this study, VCAM-1 expression is low in resting, undam-
aged cells but during liver inflammation its expression increases, and is believed to be important for recruitment 
of monocytes and lymphocytes74–76. Cannistra et al.77 showed that functional VCAM-1 is expressed on activated 
mesothelial cells and may play a role in the distal arm of leukocyte trafficking to the abdominal cavity. Intestinal 
epithelial cells are also capable of expressing VCAM-1 during mucosal inflammation78, which could be released 
into the peritoneum following migration of the NEJs across the intestine.
We identified several components of the complement system (C1-C9) within our proteomic data. In particu-
lar, C1 g and s subcomponents and C3, together with the C4b binding protein were shown to be increased at 18 
dpi, with C3 being statistically upregulated (P value = 0.0029). C3 is the parent protein of C3a, which has shown 
to be an eosinophil chemo-attractant79 and therefore the proteolytic cleavage of this protein may be associated 
with the increase in peritoneal eosinophils we observed. The importance of the complement cascade system dur-
ing F. hepatica infection is further highlighted by liver transcriptome analysis performed by Alvarez-Rojas and 
colleagues39 that reported the upregulation of genes related to the complement system two weeks post infection, 
particularly the C4b binding protein. In vitro studies have shown that complement activation on the surface of 
juvenile stages of S. mansoni can mediate parasite killing80, 81. While studies have shown that parasites, including 
F. hepatica, are able to inhibit both the classical and alternative complement pathways as part of their survival 
strategies82, 83, the possible interaction between the complement cascade and F. hepatica NEJs warrants further 
investigation.
Our proteomic analysis also detected components of the liver ECM within the peritoneal fluid that are likely 
associated with the liver damage caused by the digestive activity of the migrating parasites. Collagen VI was par-
ticularly abundant, perhaps not surprisingly as it is found throughout the connective tissue, forming branching 
networks that bind to other ECM proteins. This networking-forming collagen increases during liver fibrosis, and 
an increase of its soluble form in the circulation of patients with chronic liver disease is often seen as a marker for 
tissue damage and hepatic fibrosis84–87. Collagen VI gene expression was also found to be upregulated in 8-week 
post F. hepatica infection sheep livers by Alvarez-Rojas and colleagues39, indicating its role in liver re-modelling 
following parasite infection.
Another early marker of liver damage is the increased expression and deposition of the adhesion protein 
fibronectin88–90, which is actively secreted by hepatic stellate cells in response to liver injury72. We observed 
increased levels of fibronectin within the peritoneal fluid, which together with collagen VI, may be released from 
the liver as the NEJ actively migrates through the connective tissue within the liver, rather than penetrating 
through the fibrillary collagen structures (collagen I, III & V) at this early stage.
The ability to uncover host-parasite interactions can now be complemented through the availability of exten-
sive bioinformatic datasets for both F. hepatica35, 91–93 and various definitive hosts of this parasite, including the 
bovine and ovine genomes94–96. Our particular study was made possible through the availability of the most recent 
Ovis aries genome96. In addition, studies analysing host-specific responses using transcriptomics are now being 
carried out40, 41, 97, 98. A recent study by Alvarez-Rojas and colleagues39 exploring the livers of F. hepatica infected 
sheep highlighted the transcriptomic changes observed within the liver eight weeks post infection, including sev-
eral upregulated genes linked to fibrosis (tgf-β related genes, calponin, transgelins and osteopontin) and markers 
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of a T-cell response (BCL6, CD86, IL1R2, IL18BP, IL27RA, TGFβ and TNF). Osteopontin together with perios-
tin, has been shown to mediate chronic rhinosinusitis inflammation by inducing a proliferative response of the 
ECM99. As fibrosis typically occurs four weeks post infection, periostin may be facilitating liver re-modelling 
without inducing fibrosis prior to the induction of other fibrosis-associated proteins, as has been observed in 
myocardial tissue100, 101. We observed no IFNγ expression at 18 dpi, which may be connected to IL18BP expres-
sion, a natural inhibitor of IFNγ102; a marker that requires further investigation. Although, the upregulation of 
TGFβ is consistent with our study, the remaining markers found to be upregulated at eight week post-infection 
are different, reflecting the different tissue/cells used for analysis and that the immune response profile changes 
during the course of infection.
Our study focussing at early infection in the peritoneum compartment has identified immune signatures asso-
ciated with early fasciolosis. Given that we have shown here that serum levels of GLDH and GGT are not reliable 
markers of liver damage prior to 18 dpi, and that immune responses have not yet differentiated, this study has iden-
tified new molecules associated with early F. hepatica infection at this stage. These biological markers may be useful 
in future diagnostics and also in vaccine development studies to define correlates of protective immune responses.
Methods
ethical statement. All animal work carried out in Spain was approved by the Bioethical Committee of the 
University of Cordoba (1118) and was carried out according to the Directive 2010/63/EU and Spanish (Ley 6/2013) 
directives for animal experimentation. Experimental procedures at the Agri-Food and Biosciences Institute (AFBI; 
UK) were carried out under license from the Department of Health, Social Services and Public by the Animal 
(Scientific Procedures) Act 1986 (License No. PPL 2771), after ethical review by the AFBI Animal Ethics Committee.
sheep infections. Trial one: Ten 8-month-old male Merino-breed sheep (Spain) were allocated in two 
groups; uninfected (n = 5) and infected (n = 5). The infected group was orally infected with 150 F. hepatica meta-
cercariae (South Gloucester isolate; Ridgeway Research Ltd) administered in gelatine capsules with a dosing 
gun. Animals were killed at 18 days post-infection (dpi) by intravenous injection of thiobarbital. At necropsy, 
the visceral and diaphragmatic aspects of the liver were photographed for gross evaluation. Tissue samples from 
the left and right hepatic lobes were fixed in 10% neutral buffered formalin and embedded in paraffin wax. For 
histopathology, 4 µm paraffin wax liver sections were stained with haematoxylin and eosin (HE).
Trial two: Ten 6 month-old male Dorset cross sheep (UK) were allocated in two groups; uninfected group 
(n = 5) and infected group (n = 5). The infected group was orally infected with 150 F. hepatica metacercariae 
(Italian isolate: Ridgeway Research Ltd) administered in water. Animals were euthanised at 18 dpi by captive bolt. 
At necropsy, the visceral and diaphragmatic aspects of the liver were photographed for gross evaluation.
Recovery of peritoneal fluid. Peritoneal washing was conducted as previously described by Zafra et al.22, 23. 
The recovered peritoneal fluid was centrifuged at 430 × g for 5 min and the supernatant and cell pellet retained. 
The cell pellet was re-suspended in 1 ml DPBS and erythrocyte contamination removed using an erythrolysis 
buffer (155 mM Ammonium chloride, 10 mM Potassium bicarbonate, 0.1 mM EDTA). Cell viability and total cell 
count was assayed by trypan blue staining. Cell smears stained using panoptic stain for the differential cell counts 
were also performed using Vectabond-treated slides to determine the percentage of macrophages, lymphocytes, 
neutrophils and eosinophils within the cell pellet. This was calculated as a percentage of 100 cells, using differen-
tial nucleus and cytoplasm colour granule morphology to determine cell type.
The peritoneal fluid supernatant was centrifuged as follows, discarding any recovered pellet at each step: (1) 
1720 × g for 10 min; (2) 25,000 × g for 30 min. Samples of the peritoneal fluid supernatants was concentrated 
(15-fold) by centrifugation in an Amicon Ultra-15 centrifugal filter unit (4000 × g at 4 °C), followed by a final 
centrifugation at 21,000 × g for 20 min at 4 °C. Equal protein concentrations (20 µg) from the concentrated peri-
toneal fluid supernatants were taken from the five animals of both the uninfected and infected groups, which were 
pooled for proteomic analysis.
Detection of anti-Fasciola hepatica cathepsin L1 (rFhCL1) antibodies in the peritoneal fluid by 
eLIsA. Flat-bottom 96 well microtitre plates (Nunc MaxiSorp) were coated with 0.5 µg/ml of FhCL1 antigen 
and incubated overnight at 4 °C. After 3 washes with PBS 0.05% Tween 20 (PBST; pH 7.4), 200 µl/well of blocking 
buffer (5% skimmed-milk powder diluted in PBST) was added and incubated for 1 h at room temperature (RT). 
After washing 3 times, 100 µl of the rabbit anti-FhCL1103 and concentrated peritoneal fluid samples diluted 1:6400 
in PBST were added to the microtitre plates in triplicate and incubated for 1 h at 37 °C. After washing 4 times, 
the plate was incubated with 100 µl/well of 1:10,000 polyclonal donkey anti-sheep IgG conjugated to horseradish 
peroxidase (Novex) for 1 h at 37 °C. After washing 5 times, 100 µl TMB substrate (3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine 
Liquid Substrate Supersensitive) was added to each well. Following 15 min incubation the reaction was stopped 
with the addition of 100 µl 2 M sulphuric acid. A peritoneal fluid sample was considered to be positive when the 
OD-value, determined at a wavelength of 450 nm, was greater than the OD mean of peritoneal fluid samples from 
the uninfected group plus 2 standard deviations.
Detection of Fasciola hepatica cathepsin L1 (rFhCL1) specific antibodies in peritoneal fluid by 
immunoblotting. SDS-PAGE was performed using 4–12% NuPAGE Bis-Tris gels and 5 µg of recombinant 
FhCL1 in 50 µl of NuPAGE LDS sample buffer, followed by protein transfer to a nitrocellulose membrane (0.2 µm 
pore size). The nitrocellulose membrane was incubated in blocking buffer (5% skimmed-milk powder in TBST; 
20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl and 1% Tween20, pH 7.0) for 1 h at RT. The membranes were probed overnight 
at RT with a pool of concentrated peritoneal fluid from the uninfected and infected groups diluted 1:1000 in 
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TBST or as a positive control an anti-FhCL1 antibody103 diluted 1:1000 in TBST. Following 3 × 10 min washes in 
TBST, the membranes were probed with an alkaline phosphatase conjugated polyclonal donkey anti-sheep IgG 
antibody (Sigma) diluted 1:5000 for 1 h at RT, followed by 3 × 10 min washes in TBST. Immuno-reactive bands 
were visualised using NBT/BCIP (Sigma).
serum levels of liver enzymes. Analysis of liver enzymes within the plasma of all animals was carried out 
for the following parameters: total protein, albumin, globulin, gamma glutamyl-transferase (GGT) and glutamate 
dehydrogenase (GLDH).
Quantification of the cytokine expression in peritoneal cells by quantitative pCR 
(qPCR). Messenger RNA (mRNA) was extracted from the peritoneal cells (3 × 106 cells) using QIAzol 
(Qiagen) followed by DNase treatment. First strand cDNA was synthesised using Superscript™ II RNase 
H-Reverse Transcriptase and random primers (Life Technologies). qPCR reactions were performed in 20 µl reac-
tion volume in triplicate, using 2 µl cDNA diluted 1:20, 10 µl of Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG 
kit (Life Technologies) and 1 µM of each primer (Table 1). qPCR was performed using the following cycling con-
ditions: 95 °C: 10 min; 39 cycles: 95 °C: 10 s, 55 °C: 15 s, 72 °C: 20 s; 72 °C: 5 min. Relative expression analysis was 
performed manually using Pfaffl’s Augmented ∆∆Ct method104 whereby the comparative cycle threshold (Ct) 
values of the samples of interest are compared to a control and normalised to three housekeeping genes, β-actin, 
B2M and GAPDH, according to a modified tool from geNorm. In order for this method to be valid, amplifica-
tion efficiencies of individual reactions were verified using the comparative quantification package within the 
Rotor-Gene Q software v2.1.0. Annealing temperatures and melt-curve analysis was also carried out to check for 
single DNA products produced by these primer sets.
Mass spectrometry analysis of ovine peritoneal fluid. Pooled peritoneal fluid supernatant samples 
from the uninfected and infected groups from the two experimental trials were precipitated using trichloroacetic 
acid (TCA), followed by analysis by 1-DE using a 4–12% SDS PAGE (Criterion XT Bis-Tris; BioRad). In-gel 
trypsin digestion was carried out followed by ES/MS-MS analysis using an Ekspert NanoLC425 (Eksigent) cou-
pled to a 5600+ mass spectrometer (AB Sciex) equipped with a nanoelectrospray ion source. Peak list files were 
generated by Paragon and Progroup algorithms (Protein Pilot version 5.0; Sciex) using default parameters.
Database searching and criteria for protein identification. All MS/MS spectra were analysed with 
Mascot (version 2.4.0), against the Uniprot sheep protein databank (27174 entries), assuming digestion with 
trypsin with 2 missed cleavages permitted. Fragment and parent ion mass tolerance for Mascot were set at 
0.10 Da. Carbamidomethylation of cysteine was specified as a fixed modification and oxidation of methionine 
was specified as a variable modifications. Scaffold (version 4.6.2; Proteome Software Inc) was used to validate MS/
MS based peptide and protein identifications. Peptide identifications were accepted if they could be established 
at greater than 95% probability to achieve an FDR less than 1% by the Scaffold Local FDR algorithm105. Protein 
identifications were accepted if they could be established at greater than 95% probability to achieve an FDR less 
than 1% and contained at least 2 identified peptides. Protein probabilities were assigned by the Protein Prophet 
algorithm106. Proteins that contained similar peptides and could not be differentiated based on MS/MS analysis 
alone were grouped to satisfy the principles of parsimony.
Protein abundance was calculated by Scaffold software based upon the normalised exponentially modified 
protein abundance index (emPAI) protocol. A normalization minimum value of 0.05 was added to all values to 
compensate for null or zero values and to allow for log transformation of the data. The averages of the emPAI 
values from the biological replicates were used for statistical analysis of protein abundance, resulting in an overall 
fold change difference being calculated relative to the uninfected group. Multiple pairwise t-tests were performed 
in Scaffold; P value < 0.05 was deemed statistically significant.
Liver Immunohistochemistry (IHC). Three µm paraffin wax liver sections were analysed using the 
avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) method. Tissue sections were dewaxed, rehydrated and endogenous 
peroxidase activity was exhausted by incubation with 0.3% hydrogen peroxide in methanol for 30 min at RT. 
Two different antigen retrieval pre-treatments were used107, 108: (1) Detection of periostin: 0.01 M sodium citrate 
buffer, pH 6, heated for 20 min; (2) Detection of VCAM-1: Tris-EDTA buffer, pH 9, heated for 30 min. Sections 
were washed in PBS (pH 7.2) and incubated with 20% normal goat serum (ImmunoPure) for 30 min at RT. 
Endogenous liver biotin was blocked using the Avidin/Biotin blocking kit (Vector Laboratories). Overnight incu-
bations at 4 °C were carried out using the following primary antibodies, rabbit anti-human periostin polyclonal 
antibody (LifeSpan BioSciences) and VCAM-1 rabbit anti-mouse monoclonal antibody (also cross reacts with rat 
& human; Abcam) both diluted 1:500 in PBS containing 10% normal goat serum. Following washing in PBS, the 
sections were incubated with the secondary antibody (goat anti-rabbit biotinylated antibody; Dako) diluted 1:200 
in PBS containing 10% normal goat serum for 30 min at RT. After washing in PBS, the sections were incubated 
with the ABC complex (Vectastain ABC Elite Kit) for 1 h at RT in darkness, washed in 0.05 M Tris buffered saline 
(pH 7.6) and then incubated in the chromogen solution (Vector NovaRED Peroxidase Substrate Kit). Finally, 
the sections were counterstained with Harris’ hematoxylin and mounted in Eukitt quick-hardening mounting 
medium (Sigma).
statistical Analysis. Mann Whitney U tests and One Way ANOVA with Tukey’s post hoc tests performed on 
GraphPad Prism version 6.00 were used for statistical comparisons. P values of <0.05 was considered to be sta-
tistically significant. Correlation analysis of the proteomic data was performed on GraphPad Prism version 6.00.
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Accession Codes. The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange 
Consortium via the PRIDE109 partner repository with the dataset identifier PXD005548 and 10.6019/PXD005548.
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A B S T R A C T
During Fasciola hepatica infection, the parasite has the capability to modulate the host immune response towards
a non-protector Th2 type instead of Th1. This type of immune response is closely related to the alternative
activation of macrophages (M2 profile) as has been shown in vivo in murine models. In this study, an experiment
was carried out in order to evaluate the expression of CD68, CD14, CD206 and iNOS in cells present in the
peritoneal fluid of sheep during early stages of infection with F. hepatica (1, 3, 9 and 18 days post-infection, dpi)
by immunocytochemistry. To the authors’ knowledge, this is the first report that studies the in vivo im-
munophenotype of macrophages from the peritoneal fluid of sheep infected with F. hepatica. Throughout the
experiments the absolute number of leucocytes progressively increased, reaching its highest value at 18 dpi,
mainly due to the increase of eosinophils. This immunocytochemical study had two purposes: 1) CD68 ex-
pression was assessed with Hansel counterstaining, to optimally identify peritoneal macrophages, eosinophils
and lymphocytes; 2) expression of CD14, CD206 and iNOS was evaluated to identify alternative or classical
pathways of macrophage activation. The results showed a significant increase in CD14 from day 3 dpi compared
with the non-infected group. CD206 expression at all time-points showed a significant and dramatic increase in
comparison with the uninfected group. On the other hand, iNOS expression showed little variation, and was
significantly decreased at 18 dpi in comparison with the uninfected group. These results suggest that F. hepatica
induces an alternative activation of peritoneal macrophages of sheep from the first day post-infection, which
may facilitate parasite survival. This is the first report describing M2 activation of peritoneal macrophages in
ruminants infected with F. hepatica.
1. Introduction
Fasciolosis caused by the liver fluke Fasciola hepatica infects millions
of ruminants worldwide and is recognised by the World Health
Organisation (WHO) as an important zoonosis, which is now emerging
or re-emerging in many countries (González et al., 2011). The costs
incurred due to losses in production and treatment with anthelmintics,
as well as the resistance that is now widespread, confirm the urgent
need for alternative control methods (Fairweather, 2011). During the
last two decades, major advances have been made in identifying po-
tential vaccine molecules (Toet et al., 2014; Molina-Hernández et al.,
2015; Beesley et al., 2017). Nevertheless, no vaccine candidate has yet
reached a commercial or pre-commercial stage. The immune suppres-
sion/modulation by F. hepatica is one major obstacle to develop a
protective vaccine (Toet et al., 2014; Molina-Hernández et al., 2015).
Macrophage classical (M1) and alternative (M2) activation pheno-
types describe the opposing activities of killing or repairing, and such
polarized responses stimulate Th1- or Th2-like responses, respectively.
M1 activated macrophages are characterized by high antigen pre-
sentation, high production of pro-inflammatory cytokines and nitric
oxide. In contrast, M2-type responses are the “resting” phenotype with
low production of pro-inflammatory cytokines and high production of
anti-inflammatory cytokines such as IL10 (Martinez et al., 2009; Wang
et al., 2014). Since F. hepatica larvae penetrate the intestinal wall of the
host and migrate to the liver via the peritoneum, study of the type
macrophage activation at this stage plays a critical role in under-
standing the immune response to parasitic infection and thus for de-
signing an effective vaccine (Molina-Hernández et al., 2015). It has
been reported that F. hepatica excretion-secretion products and tegu-
mental coat proteins produce a M2 macrophage phenotype, responsible
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for host tissue repair, tissue fibrosis and modulation of adaptive im-
munity, which suppresses a Th1-driven inflammatory pathology in F.
hepatica infection (Adams et al., 2014; Figueroa-Santiago and Espino,
2014; Flynn et al., 2007).
In early stages of F. hepatica infection, the recruitment and activa-
tion of M2 macrophages in the peritoneal cavity has been reported in
rats at 24 h post-infection (Donnelly et al., 2005) and in mice at 48 h
post-infection (Guasconi et al., 2011). Moreover, excretory-secretory
products from F. hepatica induced M2 activation of peritoneal macro-
phages in mice (Guasconi et al., 2011). In sheep marked M2 activation
has been described by gene expression was in PBMC at 7 dpi (Fu et al.,
2016). Recently, proteomic analysis, humoral response and cytokine
expression have been studied in sheep experimentally infected with F.
hepatica at 18 dpi (Ruiz-Campillo et al., 2017), but phenotype of peri-
toneal macrophages have not been investigated in F. hepatica infected
ruminants. On the other hand, it has been reported that F. hepatica
induces apoptosis of peritoneal macrophages in rats (Guasconi et al.,
2012) and sheep (Escamilla et al., 2017), but the impact of apoptosis in
total peritoneal leucocyte count has not been reported in F. hepatica
infected ruminants. The aim of the present work was to evaluate the
dynamic of total and differential leucocyte count and the macrophage
polarisation in peritoneal fluid obtained from sheep experimentally
infected with F. hepatica in the early stages of infection.
2. Materials and methods
2.1. Experimental design
A total of twenty-five eight-month old male Merino sheep obtained
from a liver fluke-free farm were used to study the early stages of in-
fection. Animals were purchased aged one month and housed indoors in
the experimental farm of the University of Córdoba until they reached
the appropriate age for pathogen challenge. All animals were tested
monthly for parasite eggs by faecal sedimentation with negative results
in all cases. Moreover, prior to the challenge, all animals were tested for
serum IgG specific for F. hepatica cathepsin L1 (FhCL1) by ELISA, with
negative results in all cases. The trial consisted of five groups composed
of five sheep (n=5): an uninfected control group and four infected
groups. Sheep were orally infected with one dose of 150 metacercariae
of the South Gloucester strain of F. hepatica (Ridgeway Research Ltd,
UK) and euthanised at 1, 3, 9 and 18 days post-infection (dpi). The
animals were euthanised by intravenous injection of T61® (Intervet,
Spain). The experiments were approved by the Bioethics Committee of
the University of Cordoba (code No. 1118) and conducted in ac-
cordance with European (2010/63/UE) and Spanish (RD 1201/2005)
directives on animal experimentation.
2.2. Recovery of peritoneal fluid
Peritoneal lavages were conducted immediately after the animals
were euthanised. The ventral aspect of the abdomen was shaved and
disinfected with 10% polyvinylpyrrolidone iodine (AGB, Madrid,
Spain). A 2 cm incision was made on the skin over the white line and
subcutaneous tissue was dissected, the white line and peritoneum were
sectioned with blunt scissors to avoid bleeding. A 40 cm cannula was
inserted into the abdominal cavity and connected to a syringe to inject
60 ml sterile DPBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Germany), and 9500 I.U. of heparin (Rovi, Madrid,
Spain), previously warmed to 37 °C. After softly massaging the ab-
dominal cavity for 1min, 40ml of peritoneal fluid was recovered using
the syringe connected to the cannula. In cases where residual ery-
throcytes were present, it was necessary to use an erythrolysis buffer
prior to the processing of the cells.
2.3. Cell populations
The recovered peritoneal lavage fluid was collected and cooled on
ice until cell processing. The total number of viable peritoneal cells was
determined after Trypan Blue staining by counting in a Neubauer
haemocytometer. Smear preparations were manually performed on
Vectabond®-treated slides (Vector laboratories, California, USA) by
centrifuging the recovered peritoneal fluid at 1500 rpm for 10min.
After air draining, these smears were fixed in acetone for 5min and
stored at −80 °C for further immunocytochemical studies. For differ-
ential cell counting immunocytochemistry using anti-human CD68
monoclonal antibody (Dako, Glostrup, Denmark) in combination with
Hansel staining was used as a novel and more accurate cell counting
method. A total of 200 cells per smear were counted in randomly se-
lected fields of 400x magnifications using the software Image Pro-plus
6.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA), and the percentage of
lymphocytes (small basophilic nucleus and scanty cytoplasm), macro-
phages (round to oval hyperchromatic nucleus and moderate to large
cytoplasm stained brownish with the CD68 antibody) and eosinophils
(basophilic bilobed nucleus and eosinophilic cytoplasm) was obtained.
Neutrophils (basophilic lobulated nucleus and unstained cytoplasm)
were not included in the cell count since they were only very occa-
sionally observed.
2.4. Immunocytochemistry (ICC)
An immunocytochemical study was used to assess anti-Human CD68
(M0718, Dako, Glostrup, Denmark), anti-Human CD14 (BOV2027,
Monoclonal Antibody Center, Washington State University), anti-
Human iNOS (PA3–030 A, Thermo, Freemont, USA) and anti-Human
CD206 (orb4941, Biorbyt, Cambridge, UK) expression in peritoneal
fluid macrophages. The dilution used for these primary antibodies was
1:400 for CD68; 1:500 for CD14, 1:200 for iNOS; and 1:100 for CD206.
The CD14 monoclonal antibody cross-reacts with ovine tissues ac-
cording to the manufacturer. The iNOS (Wood et al., 2005), CD68 an-
tibodies (Pinczowski et al., 2017) and anti-human CD206 (Ampem
et al., 2016) have shown cross reactivity with ovine tissues. The avidin-
biotin-peroxidase method described elsewhere (Zafra et al., 2013a) was
carried out. Briefly, endogenous peroxidase activity was blocked by
incubation with 3% hydrogen peroxide (Panreac, Barcelona, Spain) in
phosphate buffered saline (PBS). Then, smears were washed once in
PBS and incubated with 10% normal goat serum (MP Biomedicals,
Ohio, USA) for 30min at room temperature. After three 5min rinses in
PBS-Tween (PBST), secondary antibodies were applied for 45min at
37 °C. A biotinylated goat anti-rabbit immunoglobulin serum (Dako)
diluted 1:200 was applied to the smears incubated with the primary
polyclonal antibodies (pAbs: iNOS and CD206), whereas a biotinylated
goat anti-mouse immunoglobulin serum (Dako) diluted 1:50 was used
for the primary monoclonal antibody (mAb: CD68). After two 5min
rinses in PBST, an avidin–biotin-peroxidase complex (Vector, Burlin-
ghame, USA) diluted 1:50 was applied for an hour as a third reagent.
Slides were then washed three times in PBST and incubated with No-
vared® substrate kit peroxidase (Vector) diluted following the manu-
facturer’s instructions, rinsed in water, lightly counterstained with
Mayer’s haematoxylin and mounted with Eukitt® (Freiburg, Germany).
For CD68 antibody, following the haematoxylin stain, eosin was applied
to the slides for 1min with Hansel stain for the differential cell count.
Specific primary antibodies were substituted with PBS or non-immune
isotype-matched sera as negative controls. Sheep and human hepatic
lymph node lymph node tissue sections were used as positive controls.
2.5. Cell count
Immunoreactive cells were counted in randomly selected fields of
400x magnifications using the Image Pro-plus 6.0 software package.
Macros were calibrated for staining intensity and cell size to include all
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immunostained cells. A total of 200 cells were counted per slide and the
percentage of positive and negative cells was obtained.
Photomicrographs were taken using an Olympus BX51 photomicro-
scope with a 400x magnification field. Results were expressed as
mean ± SD per animal and per group. The intensity of im-
munostaining was evaluated semi-quantitatively according to the fol-
lowing score: 1, mild; 2, moderate; 3, severe; 4, very severe.
2.6. Statistical analysis
Statistical analysis was carried out using the Graphpad Prism 7.0
software package (Graphpad Software, Inc., San Diego, California). The
Kolmogorov–Smirnov test was applied to evaluate whether distribu-
tions were parametric. Comparisons between groups were made using
the Mann–Whitney test for non-parametric distributions. Correlation
studies were carried out using the Spearman correlation test for non-
parametric distributions. P < 0.05 was considered significant.
3. Results
3.1. Absolute peritoneal cell count
The results of the absolute peritoneal fluid cell counts are shown in
Table 1. The number of cells increased significantly (P < 0.05) at 9
and 18 dpi compared with the uninfected control group. At 1 and 3 dpi
no significant differences respect to the uninfected control group were
obtained.
3.2. Differential peritoneal cell count
Since CD68 has been widely used as a general macrophage marker
(Valheim et al., 2004) a CD68 mAb in combination with Hansel stain
was used as a novel and more accurate leucocyte identification method.
The differential cell count results (expressed as percentages) from
peritoneal fluid smear examinations are shown in Table 2. Neutrophils
and epithelial cells were only occasionally observed and were not in-
cluded in the cell count.
At 9 and particularly at 18 dpi, there was a very marked increase in
the number of eosinophils, which was responsible for the relative de-
crease in the percentages of macrophages (9 and 18 dpi) and lympho-
cytes (18 dpi) in comparison with the uninfected control group Table 2.
On the other hand, the percentage of lymphocytes showed a significant
increase at 9 dpi with respect to the uninfected control group. This may
reflect a stimulation of the recruitment of peritoneal lymphocytes at
this time-point when larvae are penetrating or migrating into the liver
surface as revealed by the significant increase in the total number of
peritoneal leucocytes at 9 and 18 dpi.
3.3. Immunocytochemical study
The anti-CD14 mAb yielded a cytoplasmic immunostaining in
peritoneal leucocytes with large cytoplasm and round to ovoid nucleus,
this was the same morphology than peritoneal leucocytes expressing
CD68. The results of the present study revealed a significant increase of
the percentage of CD14+ cells at 3, 9 and 18 dpi with respect to the
uninfected control group (Table 3).
Anti-iNOS and anti-CD206 antibodies were used as biomarkers of
classical (M1) and alternative (M2) macrophage activation, respec-
tively. The anti-iNOS pAb also showed granular cytoplasmic im-
munostaining in peritoneal macrophages (Fig. 1) and in some eosino-
phils, but only the macrophages were counted. The percentage of
peritoneal macrophages expressing iNOS varied little during the course
of the infection in (Table 3). The intensity of immunolabelling with
anti-iNOS was mild in the uninfected control group and at all studied
time-points (Table 3).
The Anti-human CD206 antibody has been described as a good
biomarker of alternative activation of macrophages in sheep (Ampem
et al., 2016). In our study, the CD206 mAb yielded weak cytoplasmic
immunostaining in peritoneal macrophages from the uninfected control
group, whereas the intensity of the immunolabelling was very strong at
1, 3, 9 and 18 dpi (Fig. 2, Table 3). The percentage of peritoneal
macrophages expressing CD206 showed a dramatic and significant in-
crease (P < 0.05) from 1 dpi onwards, compared with the uninfected
groups (Table 3).
The iNOS/CD206 ratio decreased approximately one-fold at 1, 3 and
9 dpi and three-fold at 18 dpi (Table 3).
4. Discussion
It has been reported that F. hepatica induces apoptosis of peritoneal
leucocytes in sheep (Escamilla et al., 2017) and rat (Guasconi et al.,
2012), thus it will be of interest to investigate if F. hepatica induces
reduction of peritoneal leucocyte during early stages of infection. Dif-
ferential leucocyte count has been evaluated in F. hepatica infected
goats (Zafra et al., 2013a) and sheep (Escamilla et al., 2017), but total
peritoneal count has not been investigated in F. hepatica infected ru-
minants during early stages of infection. The results of the present study
revealed non-significant changes of total peritoneal leucocyte count at 1
and 3 dpi respect to the uninfected control group, suggesting that
apoptosis of peritoneal leucocytes do not induce reduction of total
peritoneal count at early stages, probably due to leucocyte recruitment.
The marked and significant increase of total peritoneal leucocytes
found at 9 and 18 dpi is mainly due to the increase of eosinophils, a
finding consistent with previous reports in goats (Zafra et al., 2013a)
and sheep (Escamilla et al., 2017).
CD14 is a co-receptor for TLR-initiated pro-inflammatory responses
in innate immune cells, particularly macrophages. It has been reported
that infection by helminths such as Schistosoma mansoni in mice
(Tundup et al., 2014) and F. hepatica in cattle (Garza-Cuartero et al.,
2016) induces an increase in CD14 expression in liver macrophages and
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), respectively. The present
study is the first report analysing the expression of CD14 in peritoneal
leucocytes in ruminants infected with F. hepatica, and revealed a sig-
nificant increase at 3, 9 and 18 dpi with respect to the uninfected
control group. This is in concordance with the increased CD14 ex-
pression in PBMC at 7 and 12 weeks after F. hepatica infection in cattle
was associated with an alternative activation of macrophages (Garza-
Cuartero et al., 2016). In addition, it has been previously shown that
CD14 expression increases during sepsis and tissue remodelling pro-
cesses, and the fact that this increase occurs at 3 dpi, when the parasite
is penetrating through the gut and reaching the peritoneal cavity,
suggests that it could be an indicator of tissue damage and apoptosis
(Devitt et al., 1998).
During helminth infections, macrophages that undergo changes to
express an M2 phenotype have been implicated in the regulation of the
cytokine environment. This change leads to preferential induction of
the Th2 response, which is ineffective in controlling the parasite in-
fection and results in the chronic stage of the disease (O’Neill et al.,
2000; Kreider et al., 2007). Since the host response to F. hepatica is
thought to be more effective during the intestinal, peritoneal or early
hepatic migratory stages (Van Milligen et al., 1999), the rapid M2 po-
larisation of peritoneal macrophages found in the sheep of the present
study may be an important mechanism of modulation that may
Table 1
Absolute peritoneal leucocyte counts expressed in 106 cells/ml (mean ± SEM).
UC 1 dpi 3 dpi 9 dpi 18 dpi
4.0 ± 0.8 3.3 ± 1.6 7.4 ± 1.4 74.2 ± 20.1* 497.9 ± 122*
UC: uninfected control group. dpi: days post-infection.
* Significant difference (P<0.05) with respect to the UC group.
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facilitate parasite survival during the early stages of infection.
In a murine model, very low iNOS gene expression was detected in
uninfected controls and at 1, 7, 14 and 21 days after F. hepatica infec-
tion (Donnelly et al., 2005), while in sheep, a marked decrease in iNOS
gene expression was found in PBMC at 7 dpi (Fu et al., 2016), which
contrasts with the low level of variation in iNOS expression by im-
munocytochemistry in both trials of the present study. This difference
suggests that iNOS gene and protein expression may differ, with the
protein probably remaining active for a longer time than the gene.
The ratio iNOS/CD206 suggest M2 polarisation of peritoneal mac-
rophages from 1 dpi, a finding that is consistent with previous studies in
mice (Donnelly et al., 2005), and in PBMC of sheep (Fu et al., 2016) and
cattle (Flynn et al., 2007; Garza-Cuartero et al., 2016), that report M2
activation of macrophages induced by F. hepatica infection. Further
studies should focus on the mechanisms used by the F. hepatica parasite
to modulate the host response in ruminants, particularly during early
Table 2
. Differential cell count expressed as percentages of lymphocytes, macrophages and eosinophils in the uninfected control group and at 1, 3, 9 and 18 days post-
infection.
UC 1 dpi 3 dpi 9 dpi 18 dpi
Lymphocytes 39.4 ± 10.6 35.6 ± 12.1 46.4 ± 20.4 63.6 ± 16.0* 15.5 ± 7.8*
Macrophages 56.0 ± 11.1 64.1 ± 11.7 50.9 ± 22.6 18.0 ± 6.3* 11.5 ± 3.9*
Eosinophils 4.4 ± 4.2 0.18 ± 0.3 2.3 ± 2.5 18.1 ± 10.6* 72.9 ± 10.9*
* Significant difference (P<0.05) with respect to the UC group.
Table 3
Percentage intensity of immunoreactivity (1–4) of peritoneal macrophages expressed as mean ± SD for the expression of CD14, iNOS, CD206, and the iNOS/CD206
ratio in the uninfected control group (UC) and in the different stages of infection.
UC 1 dpi 3 dpi 9 dpi 18 dpi
CD14 51.2 ± 11.1(2) 63.2 ± 19(2) 78.1*±13.1(4) 74.6*±16.9(4) 69.1*±12.9(4)
iNOS 37.3 ± 27.7(1) 64.4 ± 4.1(1) 62.9 ± 17.5(1) 74.4*±9.4(2) 46 ± 21.2(1)
CD206 20.9 ± 4.4(1) 81.5*±8.6(4) 83.9*±15.4(4) 87*±5.7(4) 90.9*±8.02(4)
iNOS/CD206 1.8 0.8 0.8 0.9 0.5
§Intensity of immunoreactivity (1: mild, 2: moderate, 3: severe, 4: very severe).
*Significant differences with respect to the UC group.
Fig. 1. Peritoneal smear stained with anti-iNOS polyclonal antibody showing mild cytoplasmic immunolabelling (brown colour) in macrophages (arrows) in the
uninfected control group (A) and at 3 day post-infection (dpi) (B), 9 dpi (C) and 18 dpi (D). ABC method-haematoxylin counterstain. ×400. (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article).
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stages of infection when the parasite is more vulnerable to the host
response. The knowledge of such mechanisms may be used to a more
rationale design of new vaccine candidates for blocking im-
munomodulation and increasing vaccine efficacy.
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